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VII1. Zusammenfassung
Durch die Behandlung HIV- positiver Patienten mit einer Kombinationstherapie ver-
schiedener antiviraler Substanzen (HAART = hochaktive antiretrovirale Therapie) kann
die Virusreplikation ￿ber einen l￿ngeren Zeitraum unterdr￿ckt werden. Allerdings hat
diese Therapie Limitationen. Die Medikamente verursachen hohe Therapiekosten, ha-
ben zum Teil starke Nebenwirkungen und es entstehen mit der Zeit resistente Viren.
Eine Alternative besteht in der somatischen Gentherapie der HIV- Infektion. Bei diesen
Ans￿tzen werden Zellen der Patienten genetisch modi￿ziert, so dass sie ein antivirales
Genprodukt exprimieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein membrangebundenes, antivirales C46 Peptid (maC46)
sowohl in vitro in Zelllinien und prim￿ren humanen T- Zellen als auch in vivo in zwei
humanisierten Mausmodellen getestet. Das C46 Peptid entstammt der C- terminalen
￿heptad repeat￿ Sequenz des HIV H￿llproteins gp41. C- Peptide wie C46 oder auch T20,
welches bereits f￿r die HAART Therapie zugelassen ist, binden w￿hrend der Fusion des
Virus mit der Zielzelle an gp41 und inhibieren so die Fusion. Werden T- Zelllinien oder
prim￿re humane T- Zellen mit einem gammaretroviralen Vektor, der maC46 codiert,
transduziert, k￿nnen sie sehr e￿zient vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt werden
[30]. Dieser Vektor wurde bereits in einer klinischen Studie mit T- Zellen von 10 HIV-
positiven Patienten getestet [142]. Dabei konnte allerdings kein antiviraler E￿ekt der
Gentherapie beobachtet werden.
Hier wurde nun ein lentiviraler Vektor f￿r maC46 (LV-maC46-GFP) verwendet. Lenti-
virale Vektoren transduzieren im Gegensatz zu gammaretroviralen auch ruhende Zellen,
was ein k￿rzeres ex vivo Aktivierungs- und Transduktionsprotokoll erm￿glicht. Au￿er-
dem ist f￿r lentivirale Vektoren das Risiko der Transformation der Zelle niedriger als
f￿r gammaretrovirale. F￿r eine m￿gliche klinische Anwendung sollte es daher tolerierbar
sein, f￿r lentivirale Vektoren eine h￿here MOI zu verwenden als f￿r gammaretrovirale.
Eine h￿here Transduktionse￿zienz sollte auf der anderen Seite auch eine e￿ektive und
langanhaltende Transgenexpression erm￿glichen.
11. Zusammenfassung
Zun￿chst wurde gezeigt, dass sowohl die T- Zelllinie PM-1 als auch prim￿re humane T-
Zellen nach Transduktion mit LV-maC46-GFP vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt
waren und w￿hrend der Infektion einer gemischten Kultur einen Selektionsvorteil gegen-
￿ber nicht- transduzierten Zellen hatten. Dabei konnte auch durch konfokale Mikroskopie
gezeigt werden, dass das Virus die maC46- exprimierenden Zellen nicht in￿zieren konnte,
sondern lediglich auf der Zellober￿￿che gebunden wurde.
Im Weiteren wurden zwei humanisierte Mausmodelle etabliert, um LV-maC46-GFP in
vivo zu testen. Im humanen Immunsystem Mausmodell (HIS- Mausmodell) wurden im-
munde￿ziente M￿use mit humanen Blutstammzellen repopuliert. In den Tieren kam es
zu einer de novo Bildung von humanen, reifen T- Lymphozyten durch Thymopoese. Da-
bei wurden im Blut der Tiere humane, maC46- exprimierende CD4 + T- Zellen detektiert.
Nach Infektion der Tiere mit HIV wurden diese T- Zellen depletiert. Es kam allerding
nicht zu einer Anreicherung oder einem selektiven ￿berleben der genmodi￿zierten T-
Zellen. Eine Erkl￿rung daf￿r k￿nnte eine gest￿rte T- Zellhomeostase in den Tieren sein.
Das zweite humanisierte Mausmodell (T- Zellmausmodell) verwendete immunde￿zien-
te M￿use, die mit transduzierten humanen T- Zellen repopuliert wurden. Die Infektion
mit HIV erfolgte entweder in vitro vor Transplantation der Zellen oder in vivo nach
Repopulierung der Tiere. In beiden F￿llen konnte ein selektives ￿berleben maC46- ex-
primierender CD4+ T- Zellen nach HIV- Infektion beobachtet werden.
Im letzten Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Weiterentwicklung von maC46, eine
sekretierte Variante des C46- Peptids (iSAVE), im T- Zellmausmodell getestet. Ein sekre-
tierter Fusionsinhibitor stellt insofern eine Weiterentwicklung des membrangebundenen
dar, als nicht nur die genmodi￿zierten Zellen, sondern zus￿tzlich auch nicht- modi￿zierte
Nachbarzellen vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt werden k￿nnten. Dadurch erh￿ht
sich auch das Spektrum an m￿glichen Produzentenzellen f￿r den Fusionsinhibitor.
In den hier beschriebenen Experimenten wurden humane T- Zellen entweder mit einem
gammaretroviralen (RV-iSAVE) oder einem lentiviralen Vektor (LV-iSAVE) transduziert
und die Experssion das iSAVE- Peptids wurde im Serum der Tiere gemessen. In beiden
Ans￿tzen konnte iSAVE Peptid im Serum der Tiere detektiert werden. In weiteren Ex-
perimenten sollte nun untersucht werden, ob dieses in vivo sekretierte iSAVE Peptid
antiviral aktiv ist und die humanisierten M￿use vor einer Infektion mit HIV sch￿tzen
kann.
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2.1. HIV und AIDS
Die Krankheit AIDS (acquired immunode￿ciency syndrome = erworbene Immunschw￿-
che- Krankheit) wurde erstmals 1981 beschrieben [49] [92]. In New York und Kalifornien
war es zu einer ungew￿hnlichen H￿ufung opportunistischer Infektionen und der seltenen
Krebsform Kaposi- Sarkom bei homosexuellen M￿nnern und Drogenabh￿ngigen gekom-
men. Die Patienten wiesen au￿erdem eine reduzierte Zahl an CD4 + T- Zellen auf. 1983
und 1984 wurde von zwei Arbeitsgruppen unabh￿ngig voneinander der Erreger dieser
Erkrankung isoliert [5] [39]. Seit 1986 wird das Virus einheitlich als HIV (human immu-
node￿ciency virus = humanes Immunschw￿che- Virus) bezeichnet [21].
Obwohl HIV und AIDS erst in den 80er Jahren beschrieben wurden, war das Virus ver-
mutlich schon in den 70er Jahren in Afrika relativ verbreitet. In eingefrorenen Serumpro-
ben von Patienten mit unerkl￿rlichen Immunerkrankungen aus dieser Zeit konnte HIV
detektiert werden. Die fr￿heste bisher charakterisierte HIV- Infektion wurde anhand von
Analysen einer eingefrorenen Serumprobe aus dem Jahr 1959 nachgewiesen [161].
Es gibt zwei Hauptgruppen von HIV, HIV-1 und HIV-2 [52]. HIV-2 kommt haupts￿chlich
in Westafrika und Indien vor, w￿hrend HIV-1 weltweit verbreitet ist [11] [124]. HIV-1
gilt als virulenter. HIV-2 wird mit einer geringeren E￿zienz als HIV-1 ￿bertragen und
die Latenzzeit, bis es zum Ausbruch von AIDS kommt, ist bei HIV-2 in der Regel l￿nger
[67].
Beide Viren wurden vermutlich von A￿en, die der nat￿rliche Wirt der Viren sind, auf
den Menschen ￿bertragen. F￿r HIV-1 waren die ￿bertr￿ger wahrscheinlich Schimpansen
(Pan troglodytes) und f￿r HIV-2 Mangaben (Cercocebus atys) [40] [41].
Ende des Jahres 2008 waren laut WHO (world health organisation = Weltgesundheits-
organisation) ungef￿hr 33,4 Millionen Menschen weltweit mit HIV in￿ziert [154]. Etwa
2,7 Millionen Menschen hatten sich 2008 neu mit HIV in￿ziert und 2 Millionen waren
an den Folgen der Infektion gestorben.
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2.1.1. Aufbau von HIV
HIV ist ein Retrovirus, das zur Gattung der Lentiviren geh￿rt. Lentiviren zeichnen sich
dadurch aus, dass sie auch ruhende, sich nicht teilende Zellen in￿zieren k￿nnen.
HIV- Partikel sind kugelf￿rmig und haben einen Durchmesser von etwa 100 nm [59].
Wie alle Retroviren besitzen sie ein diploides RNA Genom und sind von einer Lipid-
doppelschicht, die sich von der Zellmembran der Wirtszelle ableitet, umgeben (Abb.:
2.1).
Abbildung 2.1.: Schematischer Aufbau eines HIV- Partikels. Abbildung ver￿ndert aus
[36]
In dieser Membran be￿nden sich ca. 72 H￿llprotein- Komplexe [160]. Diese bestehen aus
Trimeren des Transmembranproteins gp41 und des Ober￿￿chenproteins gp120. Sie sind
f￿r die Erkennung der Zielzelle und die Fusion mit ihr n￿tig (Kapitel 2.1.3).
Die H￿llmembran wird von dem Matrixprotein p17 ausgekleidet [44]. Im Inneren des
HIV- Partikels be￿ndet sich das kegelf￿rmige Viruscapsid, das aus dem Protein p24
aufgebaut ist. Das Capsid enth￿lt zwei Kopien des viralen RNA Genoms, einige f￿r die
Virusvermehrung essentielle Proteine und tRNA Molek￿le, die als Startoligonukleotide
f￿r das Umschreiben der viralen RNA in DNA (reverse Transkription) n￿tig sind. Zu
den Proteinen geh￿ren die Enzyme reverse Transkriptase (p66/ p51), Protease (p11) und
Integrase (p31). Das virale Genom selbst wird von einem Nukleocapsid aus dem Protein
p7 umgeben.
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Das Genom von HIV ist etwa 9,2 kb gro￿ und codiert f￿r neun Gene ( gag, pol, env,
tat, rev, vpu, vif, vpr und nef ). Es hat, wie eukaryotische mRNAs, einen Poly- Adenyl-
schwanz.
Gag steht f￿r gruppenspezi￿sches Antigen (group- speci￿c antigen) und codiert das
Vorl￿uferprotein Pr55Gag, das von der viralen Protease in Matrixprotein p17, Capsid
p24, Nukleocapsid p7, p6 und die beiden Zwischenpeptide p1 und p2 gespalten wird.
Die Transkription des gag Gens wird von der 5’ LTR (long terminal repeat), die eine
TATA- Box und eine Bindestelle f￿r Tat enth￿lt, gestartet. Das Transkriptions- Trans-
aktivatorprotein Tat (transcriptional transactivator protein) ist f￿r die Initiation der
Transkription von der 5’ LTR sehr wichtig.
Vom pol Gen (polymerase) werden die viralen Enzyme Protease (p11), reverse Tran-
skriptase (Heterodimer aus p66 und p51) und Integrase (p31) codiert. Das pol Gen hat
keinen eigenen Promotor, sondern wird gemeinsam mit dem gag Gen von der 5’ LTR
aus transkribiert, wobei durch ein seltenes Rasterverschiebungsereignis ein Stopcodon
￿bersprungen wird. Es entsteht ein l￿ngeres Vorl￿uferprotein Pr160 GagPol. Dadurch wird
sichergestellt, dass die viralen Enzyme, von denen weniger Kopien als von den Struktur-
proteinen des Virus ben￿tigt werden, seltener synthetisiert werden.
Das env Gen (envelope = H￿llprotein) codiert das Vorl￿uferprotein gp160. Dieses wird
cotranslational in die Membran des rauen ER (Endoplasmatischen Retikulums) einge-
f￿gt, in ER und Golgi glykosyliert und trimerisiert. W￿hrend des Transports zur Plasma-
membran wird es in die beiden, durch Disul￿dbr￿cken verbundenen, aktiven H￿llproteine
gp41 und gp120 gespalten [84] [135].
2.1.2. Replikationszyklus
HIV kann Zellen, die einen CD4 Rezeptor auf der Zellober￿￿che haben, in￿zieren, also
z.B. T- Helferzellen, Makrophagen und dendritische Zellen [34]. Die Infektion der Zelle
beginnt mit der Bindung des Virus an Rezeptoren der Wirtszelle und die anschlie￿ende
Fusion der viralen Membran mit der Wirtszellmembran (A in Abb.: 2.2). Diese Prozesse
werden im Einzelnen in Kapitel 2.1.3 beschrieben. Dabei gelangt das Viruscapsid in das
Cytoplasma der Wirtszelle, wo es abgebaut wird [20] [116].
Als n￿chstes wird der reverse Transkriptase- Komplex gebildet. Bei diesem Vorgang wird
das aus einzelstr￿ngiger RNA bestehende, virale Genom in doppelstr￿ngige DNA umge-
schrieben (B in Abb.: 2.2). Ein virales tRNA Molek￿l, das im Capsid des Virus enthalten
war, dient dabei als Startoligonukleotid f￿r die Synthese des ersten DNA- Stranges [48].
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Abbildung 2.2.: Replikationszyklus von HIV. Ein HIV- Partikel bindet an den CD4 Re-
zeptor und einen Corezeptor (CXCR4 oder CCR5) auf der Ober￿￿che der Wirtszelle, wodurch
die Fusion der viralen Membran mit der Wirtszellmembran ausgel￿st wird (A). Im Cytoplasma
der Wirtszelle wird das virale RNA Genom durch die reverse Transkriptase in doppelstr￿ngige
DNA umgeschrieben (B), in den Zellkern transportiert und durch die Integrase in das Wirtszell-
genom integriert (C). Die viralen Gene werden transkribiert und die virale RNA ins Cytoplasma
transportiert (D), wo sie translatiert wird und die entstehenden Proteine durch die virale Pro-
tease prozessiert werden (E). Gemeinsam mit viraler RNA werden die viralen Proteine in neu
entstehende Viruspartikel verpackt, die von der Wirtszellmembran abknospen (F). Abbildung
ver￿ndert aus [151]
62. Einleitung
Die RNA wird dann durch die RNaseH- Aktivit￿t des reverse Transkriptase- Komplexes
abgebaut und der zweite, zum ersten komplement￿re DNA Strang wird synthetisiert.
Die doppelstr￿ngige DNA wird in den Zellkern der Wirtszelle transportiert und durch
das virale Enzym Integrase in das Wirtszellgenom integriert (C in Abb.: 2.2) [13]. Das in
das Wirtszellgenom integrierte virale Genom (Provirus) verh￿lt sich wie zellul￿re DNA
und wird bei der Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben.
Die Expression der viralen Gene wird von der 5’ LTR des viralen Genoms initiiert [36].
F￿r diesen Prozess spielen das virale Protein Tat und zellul￿re Faktoren eine wichtige
Rolle. Bei der Transkription des viralen Genoms entstehen Transkripte, die das komplet-
te virale Genom umfassen, aber auch kurze RNAs. Diese Transkripte werden im Zellkern
zum Teil einfach oder mehrfach gesplei￿t und schlie￿lich ins Cytoplasma der Wirtszelle
transportiert (D in Abb.: 2.2). Das virale Rev Protein (regulator of expression of viral
proteins = Regulator der Expression viraler Proteine) sorgt daf￿r, dass auch ungesplei￿-
te oder nur teilweise gesplei￿te RNAs ins Cytoplasma transportiert werden [120]. Im
Cytoplasma werden die viralen Gene an Ribosomen der Wirtszelle translatiert.
Die gag- Vorl￿uferproteine binden an die Cytoplasmamembran der Wirtszelle, welche die
H￿llproteinkomplexe schon enth￿lt [35]. Dadurch wird die Bildung neuer Viruspartikel
initiiert (E in Abb.: 2.2). In jedes entstehende Virus werden zwei vollst￿ndige Kopien
des viralen Genoms verpackt [8]. Diese beiden RNAs sind ￿ber ein Dimerisierungssignal
nahe dem 5’ Ende dimerisiert. F￿r die Verpackung der RNA in das neu entstehende
Viruspartikel ist das Verpackungssignal ( - Signal) am 5’- Ende des gag- Gens wichtig.
Die noch unreifen Viruspartikel knospen dann von der Wirtszelle ab (F in Abb.: 2.2).
In den Viren werden die Vorl￿uferproteine f￿r gag und pol Proteine durch die virale
Protease gespalten, so dass reife, infekti￿se Viren entstehen [15].
2.1.3. Fusion von HIV mit einer Zielzelle
F￿r die Bindung eines HIV- Partikels an seine Zielzelle und die anschlie￿ende Fusion mit
der Zellmembran sind die H￿llproteine (envelope Proteine) des Virus, gp41 und gp120,
essentiell. Diese Proteine werden in Form eines Vorl￿uferproteins, gp160, vom env Gen
des Virus codiert. Nach der Translation wird dieses Vorl￿uferprotein proteolytisch in
die beiden aktiven H￿llproteine gp41 und gp120 gespalten. Diese beiden Proteine sind
nichtkovalent miteinander verbunden [54]. Gp41, das f￿r den eigentlichen Fusionsprozess
wichtig ist, ist ein Transmembranpotein in der Membran des Virus. Gp120, das f￿r
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(a) Struktur von gp41
(b) Modell f￿r die Fusion von HIV mit einer Zielzelle
Abbildung 2.3.: Fusion von HIV mit einer Zielzelle. (A) Struktur von gp41. FB = Fusi-
onspeptid, TM = Transmembrandom￿ne, CP = cytoplasmatischer Teil. Die Nummern geben
die Aminos￿ureposition in der Sequenz des HIV Isolats HXB2 (NCBI Code AAB50262) an. In
der Aminos￿uresequenz liegt, rot eingezeichnet, das Epitop, das von 2F5 erkannt wird. Die Posi-
tion von drei inhibitorischen Peptiden, die den Eintritt von HIV in eine Wirtszelle hemmen und
aus der N- oder C- terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz stammen (N-36, C-34, DP-178), sind
ebenfalls eingezeichnet. (B) Modell f￿r die Fusion von HIV mit einer Zielzelle. Beschreibung
der einzelnen Komponenten im Text. Abbildungen ver￿ndert aus [4].
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die Erkennung der Zielzelle verantwortlich ist, ist ein Ober￿￿chenprotein (Abb.: 2.3(b))
[4][29].
Der Eintritt von HIV beginnt mit der Bindung von gp120 an den CD4 Rezeptor auf
der Ober￿￿che der Zielzelle und an einen Corezeptor (Abb.: 2.2). Dieser Corezeptor ist
entweder CXCR4 oder CCR5, die beide zur Familie der sieben- Transmembranhelix-
Chemokinrezeptoren geh￿ren [7]. Die Bindung von gp120 an die beiden Rezeptoren auf
der Wirtszelle f￿hrt zu Konformations￿nderungen in gp120. Dadurch wird gp41, das
vorher fast vollst￿ndig von gp120 verdeckt wurde, exponiert [152].
Gp41 besteht aus einer Ektodom￿ne, einer Transmembrandom￿ne und einem cytoplas-
matischen Teil (Abb.: 2.3(a)). Die Ektodom￿ne ist aus Fusionspeptid, N- terminaler
￿heptad repeat￿ Sequenz und C- terminaler ￿heptad repeat￿ Sequenz aufgebaut.
Im n￿chsten Schritt des Fusionsprozesses wird das Fusionspeptid von gp41 in die Mem-
bran der Zielzelle eingef￿gt, so dass ein ￿bergangszustand (￿Pre- Hairpin￿) gebildet
wird [20] [38] [64] [155]. Dabei werden die beiden ￿heptad repeat￿ Sequenzen von gp41
(C und N in Abbildung 2.3(b)) exponiert. Diese beiden Dom￿nen des Proteins bilden
dann zusammen eine superspiralisierte - Helix (￿Hairpin￿, Sechs- Helix- B￿ndel), wo-
durch Virus- und Wirtszellmembran in r￿umliche N￿he zueinander gebracht werden und
miteinander fusionieren [60] [94].
2.1.4. HIV- Therapie
Seit 1987 Retrovir als erstes HIV- Medikament auf den Markt kam, sind bis heute insge-
samt 25 HIV- Medikamente durch die FDA (Food and Drug Administration) zugelassen
worden. Angri￿spunkte f￿r Medikamente gegen HIV sind vor allem die drei viralen En-
zyme, reverse Transkriptase, Integrase und Protease. Diese drei Enzyme sind gute Ziele
f￿r HIV- Medikamente, da sie einerseits essentiell f￿r die Replikation des Virus sind,
aber andererseits keine f￿r die Zelle wichtige Aufgabe haben. Eine weitere M￿glichkeit
ist es, den Eintritt des Virus in die Zelle zu hemmen. Hierf￿r gibt es momentan zwei
zugelassene Wirksto￿e. Maraviroc ist ein Corezeptor- Blocker, der die Interaktion von
HIV mit dem CCR5 Rezeptor inhibiert. Enfuvirtide (auch T20 oder C36 genannt) ist
ein Peptid, das von der C- terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz von gp41 abgeleitet ist,
und die Fusion der viralen Membran mit der Zellmembran der Zielzelle inhibiert.
Im Folgenden soll etwas n￿her auf Fusionsinhibitoren in der HIV- Therapie eingegangen
werden, da dieses Wirkprinzip auch f￿r den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
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gentherapeutischen Ansatz der HIV- Infektion eingesetzt wurde. Fusionsinhibitoren ver-
hindern die Fusion von HIV mit der Zielzelle. Dazu k￿nnen sie entweder an gp120 oder
an gp41 binden und so deren Struktur stabilisieren. Die f￿r die Fusion n￿tigen Kon-
formations￿nderungen und die Bildung der superspiralisierten - Helix sind dann nicht
mehr m￿glich.
Die Fusion der viralen Membran mit der Zellmembran kann durch kurze Peptide inhibiert
werden [20] [65] [153]. Peptide, die aus einer der beiden ￿heptad repeat￿ Sequenzen von
gp41 stammen, k￿nnen, w￿hrend diese beiden Dom￿nen des Proteins im ￿Pre- Hairpin￿
￿bergangszustand exponiert werden, an die jeweils andere Sequenz binden. Dadurch
wird der ￿bergangszustand stabilisiert und die superspiralisierte - Helix kann nicht
gebildet werden.
Beispiele f￿r inhibitorische Peptide, die aus der C- terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz
von gp41 stammen, sind C-34 und T20. Das inhibitorische Peptid N-36 ist aus der N-
terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz von gp41 abgeleitet. Die Lage dieser Peptide in der
Aminos￿uresequenz von gp41 ist in Abbildung 2.3(a) eingezeichnet.
T20 ist 36 Aminos￿uren lang. Es ist ein e￿ektiver Fusionsinhibitor gegen verschiedene
Laborst￿mme und prim￿re Isolate von HIV-1, sowohl in vitro [153] als auch in vivo
[70]. In vitro wirkt es dabei bei Konzentrationen von weniger als 2 ng/ ml gegen HIV-1
St￿mme, wohingegen es gegen HIV-2 Isolate weit weniger wirksam ist.
Allerdings hat T20 eine kurze Halbwertszeit, so dass es bei klinischer Anwendung t￿glich
injiziert werden muss. Die st￿rkste Reduktion der Viruslast (um 1,6 log- Stufen) wurde
in einer Studie an 72 mit HIV in￿zierten Erwachsenen bei einer zweimal t￿glichen subcu-
tanen Injektion von je 100 mg erreicht [71]. Ein Problem bei der klinischen Anwendung
von T20 ist auch, dass es schnell zur Entstehung und Selektion von resistenten Viren
kommt [150] und dass das Peptid nicht oral bioverf￿gbar ist.
2.2. Gentherapie von HIV
Bei der ex vivo, somatischen Gentherapie werden dem Patienten Zellen entnommen. Die-
se Zellen werden ex vivo expandiert und genetisch modi￿ziert. Danach werden sie dem
Patienten reinfundiert. Da k￿rpereigene Zellen verwendet werden, kommt es zu keiner
Immunreaktion der Patienten gegen die Zellen [104]. Es ist allerdings m￿glich, dass das
Transgen- Produkt immunogen ist. Mit diesem Prinzip konnten Langzeit- Genmarkie-
rungen der Blutzellen von etwa 10 % erreicht werden [1].
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Die Gentherapie der HIV- Infektion k￿nnte gegen￿ber der konventionellen Therapie
(HAART = hochaktive antiretrovirale Therapie) also den Vorteil haben, dass eine lang-
fristige Expression des therapeutischen Gens mit wenigen Applikationen erreicht werden
kann.
F￿r die somatische Gentherapie von HIV gibt es zwei Strategien. Eine M￿glichkeit ist es,
in die Zielzellen der HIV- Infektion ein Gen einzubringen, das mit HIV in￿zierte Zellen
t￿tet. Dies kann ￿ber die tat- abh￿ngige Expression der Thymidinkinase des Herpes
Simplex Virus (Suizidgen) [17] oder die Expression einer Caspase, die spezi￿sch durch
die HIV Protease aktiviert wird, [143] erfolgen. In beiden F￿llen geht die in￿zierte Zelle
in Apoptose.
Bei dem anderen Ansatz werden antivirale Gene in den Zielzellen der HIV- Infekti-
on exprimiert (￿intrazellul￿re Immunisierung￿) [3]. Die Zellen werden dadurch vor einer
Infektion mit HIV gesch￿tzt. Im menschlichen K￿rper gibt es mehr als 10 11 m￿gliche
Zielzellen f￿r HIV. In der Praxis ist es nicht m￿glich, alle diese Zellen ex vivo gene-
tisch zu modi￿zieren. Die Zellen, die das antivirale Gen exprimieren, sollten daher einen
Selektionsvorteil gegen￿ber nicht modi￿zierten Zellen haben [86].
Die antiviralen Wirksto￿e k￿nnen, entsprechend ihres Eingreifens in den Replikationszy-
klus von HIV, in drei Klassen eingeteilt werden. Antivirale Wirksto￿e der ersten Klasse
verhindern die Infektion der Zelle. Sie k￿nnen die Rezeptorbindung, den Fusionsprozess,
die reverse Transkription oder die Integration des viralen Genoms in das Wirtszellgenom
verhindern. Wirksto￿e der beiden anderen Klassen inhibieren die sp￿teren Schritte des
Replikationszyklus von HIV, so dass keine infekti￿sen HIV- Partikel freigesetzt werden.
Bei Wirksto￿en dieser beiden Klassen ist das virale Genom aber als Provirus in das
Wirtszellgenom integriert [147].
2.2.1. Vektoren
Vektoren, die in der somatischen Gentherapie verwendet werden, sind am h￿u￿gsten
von Gammaretroviren, Lentiviren, Adenoviren oder Adeno- assoziierten Viren abgelei-
tet. Lentivirale Vektoren haben gegen￿ber gammaretroviralen den Vorteil, dass sie auch
ruhende, sich nicht teilende Zellen in￿zieren k￿nnen [85] [107]. Der Pr￿integrations-
komplex gammaretroviraler Vektoren kann nicht in den Zellkern transportiert werden,
sondern ben￿tigt die Au￿￿sung der Kernmembran w￿hrend der Mitose, damit das Pro-
virus ins Wirtszellgenom integriert werden kann [123]. F￿r lentivirale Vektoren gibt es
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allerdings bislang keine stabilen Verpackungszelllinien, was die Produktion lentiviraler
Veltoren f￿r klinische Studien erschwert.
Zur Herstellung der, in dieser Arbeit beschriebenen, lentiviralen Gentransfervektoren
werden Systeme, die auf dem ￿drei Plasmidsystem￿ beruhen, verwendet [107]. Auf einem
Plasmid werden die H￿llproteine des Virus codiert, auf dem zweiten die ￿brigen f￿r
die Virusvermehrung n￿tigen Gene und auf dem dritten das Transgen (therapeutisches
Gen). Die drei Plasmide werden in S￿ugerzellen transferiert. Nur das Plasmid mit dem
Transgen enth￿lt ein virales Verpackungssignal. Dadurch wird nur das Transgen in die
entstehenden Viruspartikel verpackt. Die Viruspartikel sind replikationsinkompetent, da
ihnen die ￿brigen Gene, die f￿r die Virusvermehrung n￿tig sind, fehlen.
Von dem verwendeten H￿llprotein h￿ngt ab, welche Zielzellen transduziert werden k￿n-
nen. Die Viren k￿nnen mit einer Vielzahl verschiedener H￿llproteine pseudotypisiert
werden. Der Tropismus des Virus wird dann von dem jeweiligen H￿llprotein bestimmt.
2.2.2. Zielzellen
Als Zielzellen der somatischen Gentherapie der HIV- Infektion werden entweder Zellen,
die potentiell von HIV in￿ziert werden k￿nnen, oder deren Vorl￿uferzellen verwendet.
In der Praxis werden meist T- Zellen oder h￿matopoetische Stammzellen benutzt. F￿r
beide Zellarten gilt, dass sie leicht isoliert, ex vivo kultiviert und mit lentiviralen und
gammaretroviralen Vektoren transduziert werden k￿nnen. Die Vor- und Nachteile beider
Zellarten sind in der Tabelle 2.1 zusammengefasst.
Stammzellen k￿nnen in alle Zellen der H￿matopoese di￿erenzieren. Sie bieten daher den
Vorteil, dass das gesamte Spektrum an Zielzellen von HIV gesch￿tzt werden kann. Die
dazu n￿tige Zellzahl ist niedriger als bei T- Zellen. Au￿erdem ist die Langzeit- Genmar-
kierung h￿her als bei T- Zellen [147]. Die Verwendung von Stammzellen ist aber auch mit
h￿heren Risiken verbunden. Die gammaretroviralen Vektoren integrieren zuf￿llig in das
Wirtszellgenom, wodurch es zu Mutationen kommt. Diese Insertionsmutagenese kann
dazu f￿hren, dass ein Zellklon stark expandiert und so Leuk￿mien entstehen [18] [146].
F￿r T- Zellen wurde dieses Ph￿nomen bisher nicht beschrieben [6]. In einem syngenen
Mausmodell wurde auch gezeigt, dass h￿matopoetische Stammzellen gegen￿ber reifen T-
Zellen ein h￿heres Risiko der Transformation nach Transduktion mit gammaretroviralen
Vektoren zeigen [109]. Ein weiterer Nachteil ist, dass der Patient vor der Transplantation
mit Stammzellen mit einem Chemotherapeutikum wie Busulfan behandelt werden muss.
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Tabelle 2.1.: Vorteile und Nachteile von T- Zellen und Stammzellen in der somati-
schen Gentherapie. Tabelle ver￿ndert aus [147]
Zielzelle T- Zelle h￿matopoetische
Stammzelle
Konditionierung n￿tig nicht routinem￿￿ig ja
Risiko der Insertionsmutagenese und
Leuk￿mie
nicht beschrieben beschrieben f￿r
gammaretrovirale
Vektoren
Regenerationskapazit￿t mittel hoch
Regeneration des T- Zell- Repertoirs nicht m￿glich m￿glich
Schutz von Makrophagen nein ja
f￿r eine signi￿kante Markierung n￿-
tige Zelldosis
> 1010 108
Langzeit- Genmarkierung, die mo-
mentan ohne Selektion erreicht wer-
den kann
bis 1 % bis 10 %
2.2.3. C- Peptide in der Gentherapie von HIV
Wenn Zielzellen von HIV eine membrangebundene Form von T20 (maC36) exprimie-
ren, sind sie in vitro vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt [58]. Das Konstrukt, ein
gammaretroviraler Vektor, der f￿r maC36 codiert, wurde in der Folge optimiert, um die
Entstehung von resistenten Viren und Immunreaktionen gegen das Peptid zu vermei-
den. Das resultierende Peptid, maC46, besteht aus dem Signalpeptid des LNGFR (low-
a￿nity nerve growth factor), 46 Amminos￿uren aus der C- terminalen ￿heptad repeat￿
Sequenz von gp41 (C46), einem Linker (eine kurze Sequenz des Immunoglobulins G2)
und der Transmembrandom￿ne aus humanem tCD34 [30]. Der gammaretrovirale Vektor
M87o codiert das maC46 Peptid (Abb. 2.4). Er wurde in vitro gegen eine Vielzahl von
Laborst￿mmen und prim￿ren HIV- Isolaten sowohl in T- Zelllininen als auch in prim￿ren
humanen T- Zellen getestet. MaC46 sch￿tzt dabei die Zellen vor einer Infektion mit allen
bisher getesteten HIV- St￿mmen und verleiht den Zellen einen starken Selektionsvorteil
gegen￿ber nicht- modi￿zierten Zellen. Das f￿hrt dazu, dass in vitro in einer gemisch-
ten Kultur nach Infektion mit HIV alle nicht modi￿zierten Zellen sterben und sich die
maC46 exprimierenden Zellen auf 100 % anreichern [30].
Eines der Probleme einer passiven Immuntherapie mit T20 ist, dass sich sehr schnell
resistente Virussubpopulationen entwickeln [150]. Daher wird T20 in der Klinik nur
in einer Kombinationstherapie mit anderen antiretroviralen Medikamenten eingesetzt.
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Abbildung 2.4.: Schematischer Aufbau des gammaretroviralen Vektors M87o. M87o
ist ein gammaretroviraler Vektor, der den HIV Eintrittsinhibitor maC46 codiert.
Das C46 Peptid unterscheidet sich von T20 durch 10 zus￿tzliche Amminos￿uren am
N- Terminus. Diese 10 Amminos￿uren interagieren mit einer sehr stark konservierten
Region in der N- terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz von gp41. Mutationen in diesem
Bereich der N- terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz reduzieren die Fitness der dabei
entstehenden Virusvarianten stark. Daher ist es sehr schwierig maC46 resistente HIV-
St￿mme zu generieren [55]. MaC46 wirkt auch gegen T20 resistente HIV- St￿mme.
Im Jahr 2004 wurde eine klinische Studie Phase I/II mit M87o durchgef￿hrt [142]. Dazu
wurden T- Lymphozyten von 10 HIV positiven Patienten mit sehr fortgeschrittenem
Krankheitsverlauf (Ausbruch von AIDS, CD4 + Zellzahlen niedriger als 200/ l, Virus-
last ￿ber 5000 RNA Kopien/ ml, mehrfachresistente Viren) isoliert und ex vivo mit dem
gammaretroviralen Vektor M87o transduziert. Anschlie￿end wurden die transduzierten
Zellen den Patienten reinfundiert. Es kam dabei zu keinen schwerwiegenden Komplika-
tionen. Die Therapie war sicher und wurde gut vertragen. Nach der Infusion der genmo-
di￿zierten Zellen konnte ein leichter, transienter Anstieg der CD4 + Zellzahlen beobachtet
werden. Allerdings war der Anteil der genmodi￿zierten Zellen sehr niedrig und dement-
sprechend war der therapeutischen Nutzen f￿r die Patienten auch nicht vorhanden bzw.
sehr gering. In vivo kam es entgegen der Ergebnisse in Zellkulturexperimenten zu kei-
ner Anreicherung der genmodi￿zierten Zellen. Gr￿nde f￿r die mangelnde Repopulierung
der Patienten mit genmodi￿zierten T- Zellen k￿nnten in einer gesch￿digten Lymphkno-
tenstruktur der AIDS Patienten oder in einem Verlust der Repopulierungkapazit￿t der
Zellen durch die ex vivo Stimulierung liegen. Au￿erdem konnten f￿r einige Patienten nur
sehr geringe Zahlen an CD4+ Zellen isoliert werden. Es konnte eine positive Korrelation
zwischen der reinfundierten Zellzahl und der Langzeitgenmarkierung im Blut festgestellt
werden [142]. Es k￿nnte aber auch sein, dass die Zellen in vivo das Transgen herunter-
reguliert haben oder der Selektionsdruck in den Patienten generell nicht hoch genug f￿r
eine Selektion der genmodi￿zierten Zellen war. Ein weiteres Problem ist, dass T- Zel-
len in einem HIV in￿zierten Patienten nicht nur direkt durch das Virus, sondern auch
indirekt durch Bystanderapoptose oder eine Aktivierung des Immunsystems sterben.
Dadurch sterben auch benachbarte nicht in￿zierte Zellen.
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In der Folge wurde das maC46 Peptid in einen lentiviralen SIN Vektor umkloniert. In
SIN (selbst inaktivierenden) Vektoren sind Promotor und Enhancer Sequenzen in der 3’
LTR (long terminal repeat = lange terminale Sequenzwiederholung) deletiert [76] [158].
Die Expression des Transgens wird in diesen Vektoren von einem internen Promotor
getrieben. F￿r SIN Vektoren wird angenommen, dass das Risiko der Transformation
durch Insertionsmutagenese niedriger ist als f￿r konventionelle LTR getriebene Vekto-
ren, wobei lentivirale SIN Vektoren in bisherigen Studien noch einmal sicherer sind als
gammaretrovirale SIN Vektoren [100] [101]. Die Verwendung eines lentiviralen SIN Vek-
tors zur Expression von maC46 sollte also eine klinische Anwendung sicherer machen.
Da Lentiviren im Gegensatz zu Gammaretroviren sowohl sich teilende als auch ruhende
Zellen in￿zieren k￿nnen, ist es m￿glich z.B. ruhende CD34 + Stammzellen sehr e￿ektiv
mit lentiviralen Vektoren zu transduzieren [99] [98] [125]. Zur leichteren Detektion wurde
an das intrazellul￿re Ende der Transmembrandom￿ne des lentiviralen maC46 Vektors
die GFP codierende Sequenz fusioniert. Der resultierende lentivirale Vektor (LV-maC46-
GFP) wurde f￿r die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente verwendet.
Membrangebundene, inhibitorische Peptide haben den Nachteil, dass nur die Zelle, die
das Peptid auf ihrer Ober￿￿che tr￿gt, vor einer HIV Infektion gesch￿tzt ist. Nachbar-
zellen ohne das Peptid k￿nnen weiterhin in￿ziert werden. Bei l￿slichen Peptiden, wie
T20 oder einer sezernierten Variante des C46 Peptids dagegen sind auch Nachbarzellen,
die das Peptid nicht selber exprimieren, gesch￿tzt. Dieses Ph￿nomen wird als Bystan-
der E￿ekt bezeichnet. Au￿erdem bietet eine Gentherapie mit sezernierten C- Peptiden
den weiteren Vorteil, dass ein breiteres Spektrum an Zielzellen genutzt werden kann,
als dies f￿r membrangebundene Peptide der Fall ist. Bei einer Gentherapie mit einem
membrangebundenen Eintrittsinhibitor m￿ssen die Zielzellen von HIV selbst oder deren
Vorl￿uferzellen modi￿ziert werden. Als Produzentenzelle eines sezernierten Eintrittsin-
hibitors dagegen k￿nnten beispielsweise B- Zellen oder Leberzellen, die aufgrund ihrer
nat￿rlichen Funktion im K￿rper Peptide gut sezernieren sollten, verwendet werden. Da-
bei k￿nnten diese Zellen nach Transduktion mit viralen Vektoren C- Peptide in Blut und
Lymphe sekretieren, die die Zielzellen der HIV- Infektion vor einer Infektion sch￿tzen.
In der Arbeitsgruppe von Laer wurde daher eine sezernierte Variante des C46 Peptids
entwickelt (iSAVE = in vivo sezernierter antiviraler Eintrittsinhibitor) [31]. Dabei stellt
sich das Problem, dass das C46 Peptid alleine zu kurz f￿r eine e￿ziente Sekretion durch
eukaryotische Zellen ist [111]. Dieses Problem kann umgangen werden, wenn das C46
Peptid als Concatamer mit einer internern, zellul￿ren Furinschnittstelle exprimiert wird
(Abb. 2.5). Nach Transduktion von T- Zelllinien oder prim￿ren, humanen T- Lympho-
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zyten mit einem gammaretroviralen Vektor, der iSAVE codiert, kann selbst bei einer
niedrigen Transduktionse￿zienz die Infektion der gesamten Kultur mit HIV inhibiert
werden [31].
Abbildung 2.5.: Schematischer Aufbau von iSAVE.
2.3. Tiermodelle in der HIV- Forschung
Tiermodelle werden in der HIV- Forschung eingesetzt, um die Verbreitung und Patho-
genit￿t des Virus zu untersuchen und um Impfsto￿e und neue Medikamente gegen HIV
zu entwickeln und vor der Anwendung am Patienten auf Wirksamkeit und Toxizit￿t zu
testen. Die einzigen Tiere, die mit HIV-1 in￿ziert werden k￿nnen sind Schimpansen,
Gibbona￿en und Kaninchen. Bei diesen Tieren kommt es aber nicht zu AIDS- ￿hnli-
chen Krankheitssymptomen [43]. Zus￿tzlich sind in geringem Ma￿e Makaken mit HIV-2
in￿zierbar.
2.3.1. A￿enmodelle
Eine Spezies, die in der HIV- Forschung als Tiermodell verwendet wird, sind Schimpan-
sen. Kurz nach der Infektion kommt es bei den Schimpansen zu einer starken Immunreak-
tion, in deren Verlauf Antik￿rper gegen virale Proteine und sp￿ter auch neutralisierende
Antik￿rper gebildet werden [2] [37] [108]. Bei den in￿zierten Schimpansen kommt es zu
keiner Immunsuppremierung und nicht zum Ausbruch von AIDS.
Die Verwendung von Schimpansen als Versuchstiere f￿hrt zu verschiedenen Problemen.
Zun￿chst sind dies sicherlich ethische Limitationen. Es steht aber generell auch nur
eine begrenzte Anzahl an Schimpansen f￿r Tierversuche zur Verf￿gung, da die Zucht
zeitaufwendig ist. Au￿erdem sind die P￿ege und Unterbringung der Tiere mit praktischen
Schwierigkeiten, hohen Kosten und Sicherheitsproblemem verbunden.
Bei der Infektion von Gibbona￿en mit HIV gilt hinsichtlich der Infektion und dem Fehlen
von Krankheitssymptomen das gleiche wie f￿r Schimpansen [88]. Aber auch bei diesem
Modell treten die oben beschriebenen Limitationen auf.
162. Einleitung
HIV-1 und HIV-2 sind eng verwandt mit SIV (A￿en- Immunschw￿che- Virus). Es gibt
verschiedene Typen von SIV, die unterschiedliche A￿enarten in Afrika nat￿rlicherweise
in￿zieren [12] [121]. In seinen nat￿rlichen Wirten verursacht SIV kein Krankheitsbild.
Wenn allerdings Rhesusmakaken mit SIV in￿ziert werden, kommt es zu einer AIDS-
￿hnlichen Krankheit [27] [42] [129]. Daher kann die Infektion von Rhesusmakaken mit
SIV als Modellsystem f￿r die HIV- Infektion verwendet werden. Eine weitere M￿glichkeit
ist es, Rhesusmakaken mit SHIV zu in￿zieren. SHIV sind SI- Viren, die die H￿llproteine
eines HIV- Isolats exprimieren. Experimente mit Rhesusmakaken haben aber ￿hnliche
Probleme und Limitationen wie die mit Schimpansen.
2.3.2. Mausmodelle
Ein aussagef￿higes murines Tiermodell der humanen HIV- Infektion w￿rde die beschrie-
benen Probleme der Experimente in A￿en umgehen. Allerdings k￿nnen M￿use nicht mit
HIV in￿ziert werden. HIV repliziert auch in vitro nicht in murinen Zellen [102]. F￿r die
Replikation von HIV in murinen Zellen gibt es Restriktionen auf verschiedenen Ebenen
im Replikationszyklus von HIV.
Das erste Hindernis ist der Eintritt des Virus in die Zellen. Die viralen H￿llproteine
binden nicht an den murinen CD4 Rezeptor [80]. Aber auch eine Expression des humanen
CD4 Rezeptors gemeinsam mit einem der beiden humanen Chemokinrezeptoren CXCR4
oder CCR5 in den Zellen transgener M￿use f￿hrt nur zu einem geringen Anteil in￿zierter
Zellen und keiner detektierbaren Virusproduktion [14] [127]. Weitere Restriktionen der
Virusreplikation liegen auf der Ebene der Transkription und vermutlich auch noch in
sp￿teren Schritten.
Eine M￿glichkeit f￿r ein Mausmodell der HIV- Infektion besteht darin, dass transgene
M￿use verwendet werden, die humanes CD4 und humanes CCR5 exprimieren. Diese
M￿use k￿nnen mit HIV- pseudotypisierten Viren, die ein Markergen wie GFP enthalten,
in￿ziert werden [130]. In diesem Modellsystem k￿nnten fr￿he Schritte der Virusreplika-
tion, wie der Eintritt in die Zelle, untersucht werden und es k￿nnten neue Wirksto￿e
getestet werden, die in diesem Schritt der Virusreplikation angreifen. Das Problem des
Mausmodellsystems ist aber, dass nur ein geringer Teil der murinen Zellen von den Viren
transduziert wird.
˜hnliche Versuche den Wirtsorganismus an das HI- Virus anzupassen wurden auch in
Ratten unternommen. Genau wie M￿use k￿nnen auch Ratten nat￿rlicherweise nicht mit
HIV in￿ziert werden. Allerdings repliziert HIV in vitro auf einigen Ratten- Zelllinien oder
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Ratten- Makrophagen, die humanes CD4 und humanes CCR5 exprimieren [69] [68]. In
der Arbeitsgruppe von Oliver Keppler wurde dies ausgenutzt, indem transgene Ratten
erzeugt wurden, die sukzesive mit immer mehr f￿r die Virusreplikation n￿tigen humanen
Faktoren ausgestattet sind [47] [96]. Allerdings ist auch in dreifachtransgenen Ratten, die
neben humanem CD4 und humanem CCR5 auch das humane Tat- interagierende Protein
Cyclin T1 exprimieren, die Virusreplikation immer noch limitiert. Das l￿sst vermuten,
dass es noch weitere humane Faktoren gibt, die f￿r eine e￿ziente Virusreplikation n￿tig
sind und in diese dreifachtransgenen Tiere eingekreuzt werden m￿ssten.
Anstelle den Wirtsorganismus anzupassen, so dass ein Wildtyp- HIV- Stamm darin re-
plizieren kann, wurden auch Versuche unternommen das Virus so weit zu ver￿ndern, dass
es auf murinen Zellen repliziert. Wenn der gp120 codierende Teil des HIV H￿llproteins
gegen gp80, das H￿llprotein des murinen Leuk￿mievirus MLV, ausgetauscht wird, k￿n-
nen mit dem entstandenen chim￿ren Virus Mauszellen in￿ziert werden [119]. In diesem
Mausmodell sind die beiden reverse Transkriptase Inhibitoren Abacavir und Zalcitabine
getestet worden [51]. Es ist also m￿glich neue HIV- Medikamente in vivo in M￿usen, die
mit diesem chim￿ren Virus in￿ziert werden, hinsichtlich ihrer Wirksamkeit zu testen.
Allerdings kann in diesem Modell nicht der Eintritt des Virus untersucht bzw. inhibiert
werden.
Eine weitere Alternative zu transgenen Nagern, in denen versucht wird, die f￿r die Virus-
replikation n￿tigen, humanen Komponenten genetisch zu erg￿nzen, oder zu Virusst￿m-
men, die so ver￿ndert werden, dass sie murine Zellen in￿zieren k￿nnen, sind humanisierte
Mausmodelle. In diesen Modellen (Xenograftmodelle) werden immunde￿zienten M￿usen
humane Zellen oder Gewebe transplantiert. Die humanen Zellen der M￿use k￿nnen dann
mit HIV in￿ziert werden.
2.3.2.1. Entwicklung humanisierter Mausmodelle und Mausst￿mme
Erste Versuche humane h￿matopoetische Zellen in immunde￿ziente M￿use zu transplan-
tieren, wurden in Nacktm￿usen (Foxn1 nu Mutation) durchgef￿hrt. Nacktm￿use werden
schon seit l￿ngerem verwendet, um humane Tumore zu transplantieren und nach Krebs-
medikamenten zu suchen [46]. Die Mutation im Foxn1 Gen (forkhead box N1) verur-
sacht zum einen Haarlosigkeit und zum anderen eine verminderte Thymusentwicklung,
wodurch die Tiere keine reifen T- Zellen ausbilden k￿nnen. Dies f￿hrt allerdings auch
nach Einkreuzen zweier weiterer Mutationen (Lyst bg (beige) und Btkxid (xid)) nur zu
sehr m￿￿iger Repopulierung der Tiere mit humanen Zellen [23].
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Erste Erfolge in der Repopulierung von M￿usen mit humanen h￿matopoetischen Zellen
wurden nach der Entdeckung der Prkdc scid Mutation in CB17 M￿usen im Jahr 1983
erzielt [10]. Eine Mutation im Gen f￿r die DNA- abh￿ngige Proteinkinase Prkdc f￿hrt
in diesen Tieren zu einer schweren Immunde￿zienz, die im Ph￿notyp dem von Patienten
mit SCID (severe combined immunode￿ciency = schwere kombinierte Immunde￿zienz)
￿hnelt. M￿use mit dieser Mutation werden daher als SCID M￿use (auch CB-17-scid
oder Prkdcscid M￿use) bezeichnet. Die Prkdc Kinase spielt eine wichtige Rolle in der
Reparatur von DNA- Doppelstrangbr￿chen und in der V(D)J- Rekombination von T-
Zellrezeptoren und Immunoglobulinen [75] [97]. Mutationen in Prkdc f￿hren zu einem
Fehlen von reifen B- und T- Zellen in SCID M￿usen. SCID M￿use k￿nnen mit humanen
PBMC [103], fetaler Leber [93] oder h￿matopoetischen Stammzellen [81] repopuliert
werden. Allerdings ist auch in diesen Modellen die Repopulierung mit humanen Zellen
noch gering, was zum Teil auf eine ￿Leakiness￿ der Mutation zur￿ckzuf￿hren ist. Mit
zunehmendem Alter kann es in SCID M￿usen trotz der Mutation zu einer spontanen
Rekombination von B- und T- Zellrezeptoren und somit zur Bildung einiger reifer B-
und T- Zellen kommen. Desweiteren haben SCID M￿use ein hohes Level an angeborener
Immunit￿t und NK- Zellfunktion, was das Wachstum der humanen Zellen inhibiert.
In der Folge wurde die SCID Mutation in verschiedene andere Mausst￿mme eingekreuzt,
um eben diesen Limitationen entgegen zu wirken. Ein sehr vielversprechender Maus-
stamm, der dabei generiert wurde, sind die NOD/SCID M￿use [134]. Die R￿ckkreuzung
der SCID Mutation auf den NOD Hintergrund (non-obese diabetic), f￿hrt zu einer ver-
minderten NK- Zellaktivit￿t und zus￿tzlichen Defekten im angeborenen Immunsystem
verglichen mit herk￿mmlichen SCID M￿usen. Allerdings entwickeln NOD/SCID M￿use
h￿u￿g in einem Alter von etwa einem halben Jahr Thymome. Dies und die in diesem
Stamm verbleibende Restaktivit￿t der NK- Zellen und des angeborenen Immunsystems
limitiert die Humanisierung der NOD/SCID M￿use weiterhin.
Eine letzte wichtige Mutation, die zwischen 1995 und 1999 von vier verschiedenen Grup-
pen in unterschiedliche Mausst￿mme eingef￿hrt wurde, ist der Knockout der IL-2 Re-
zeptor 
- Kette [16] [28] [110] [63]. Die IL-2 Rezeptor 
- Kette, auch als gemeinsame
Cytokinrezeptor- Kette bezeichnet, ist Bestandteil der Rezeptoren f￿r IL-2, IL-4, IL-7,
IL-9, IL-15 und IL-21 [137]. Ein Fehlen der IL-2 Rezeptor 
- Kette verhindert unter
anderem komplett die Bildung von NK- Zellen und f￿hrt zu schweren Defekten in der
B- und T- Zellentwicklung und im angeborenem Immunsystem. Die X- gekoppelte SCID
Erkrankung beim Menschen wird durch Mutationen im IL-2 Rezeptor 
- Kette Gen her-
vorgerufen [141]. Zwei wichtige St￿mme, in die die Mutation der IL-2 Rezeptor 
- Kette
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eingef￿hrt wurde, sind die NOD/SCID/
- Kette Knockout- M￿use (NOG- M￿use) und
die Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use. Rag-2 steht f￿r rekombinationsaktiviertes
Gen 2 (recombination activated gene 2). Bei einer Mutation von Rag-2 kann die V(D)J-
Rekombination von T- Zellrezeptoren und Immunoglobulinen nicht statt￿nden, so dass
keine reifen B- und T- Zellen gebildet werden k￿nnen. Transplantationsmodelle mit die-
sen beiden St￿mmen, die zum Teil auch in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden,
werden im Detail in den n￿chsten drei Kapiteln beschrieben.
2.3.2.2. Transplantation von T- Zellen in immunde￿ziente M￿use (T-
Zellmausmodell)
Es ist m￿glich immunde￿ziente M￿use mit humanen T- Zellen zu repopulieren [115]
[77]. Dieses T- Zellmausmodell wurde auch in der HIV- Forschung verwendet. Perez
und Kollegen haben beispielsweise eine Mutation in das CCR5 Gen eingebracht. Nach
der Transplantation von NOG- M￿usen mit einer Mischung aus humanen Zink￿nger-
modi￿zierten CD4+ T- Zellen, bei denen das CCR5 Gen mutiert wurde, und ruhenden
autologen PBMC konnten in Blut und Milz der Tiere humane T- Zellen nachgewiesen
werden. Parallel wurden den Tieren entweder PHA- stimulierte nicht in￿zierte oder HIV
in￿zierte PBMC transplantiert. Im Serum der in￿zierten Tiere replizierte das Virus und
es kam zu einer Anreicherung der Zellen mit CCR5 Deletion in den HIV- in￿zierten
Tieren [115]. Auch Kumar und Kollegen verwendeten ein ￿hnliches Modell, um die anti-
virale Wirksamkeit einer siRNA gegen humanes CCR5 und die beiden viralen Gene Tat
und Vif in vivo zu zeigen. Dabei kam es in HIV in￿zierten Tieren zu einem Verlust der
humanen CD4+ T- Zellen, der durch die siRNA Behandlung verhindert werden konnte
[77].
Der Nachteil an diesem T- Zellmausmodell ist, dass die M￿use kein komplettes huma-
nes Immunsystem haben, so dass nur der Ein￿uss einzelner Zelltypen (haupts￿chlich
T- Helferzellen) auf die Virusreplikation getestet werden kann. Dadurch kann zwar die
Wirksamkeit von neuen HIV Medikamenten in vivo getestet werden, aber es ist nicht
m￿glich Wechselwirkungen des Virus mit dem Immunsystem oder die Immunreaktion
gegen das Virus zu untersuchen. Au￿erdem sind alle Experimente in diesem Modell auf
eine relativ kurze Zeitspanne limitiert, da es in den M￿usen nach Transplantation zu
einer xenogenen Proliferation der humanen T- Zellen kommt und die Tiere eine GvHD
(Graft versus Host Disease = Transplantat gegen Wirt- Krankheit) entwickeln.
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2.3.2.3. Transplantation h￿matopoetischer Stammzellen in immunde￿ziente
M￿use (HIS- Mausmodell)
M￿use mit einem gr￿￿eren Spektrum an humanen Immunzellen k￿nnen erzeugt werden,
wenn immunde￿ziente M￿use mit humanen CD34 + Blutstammzellen repopuliert werden
(HIS- M￿use = humanes Immunsystem- M￿use). Dazu werden die M￿use zun￿chst sub-
lethal bestrahlt, um im Knochenmark der Tiere Nischen f￿r ein optimales Wachstum
f￿r die humanen Stammzellen zu scha￿en. Sowohl erwachsene [133] oder neugeborene
NOG- M￿use [62] als auch neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use [139]
[45] k￿nnen als Rezipienten verwendet werden und entwickeln unter anderem humane,
reife CD4+ T- Zellen. Andere Zelltypen, die in den Tieren nach der Transplantation
nachgewiesen werden k￿nnen, sind neben h￿matopoetischen Stammzellen auch cytoto-
xische T- Zellen, B- Zellen, dentritische Zellen und Monozyten. Ein weiterer Vorteil des
HIS- Mausmodells ist, dass die sich entwickelnden humanen Lymphozyten in der Maus
im Laufe ihrer Di￿erenzierung der Negativselektion untergehen, so dass autoreaktive Zel-
len sterben [114]. Dadurch entwickeln die M￿use keine GvHD und die humanen Zellen
k￿nnen ￿ber einen l￿ngeren Zeitraum in vivo verfolgt werden.
Es gibt verschiedene Faktoren, die den Erfolg der Repopulierung von HIS- M￿usen mit
humanen Immunzellen beein￿ussen. Ein wichtiger Faktor ist sicherlich die Quelle der
humanen CD34+ Blutstammzellen. Es ist m￿glich die CD34 + Zellen aus Nabelschnurblut
[139], peripherem Blut erwachsener Spender nach G-CSF Behandlung dieser [133], direkt
aus dem Knochenmark oder aus fetaler Leber zu isolieren [45].
Insgesamt wurden allerdings nur sehr wenige Studien durchgef￿hrt, in denen mehre-
re St￿mme oder Entwicklungsstadien von M￿usen, die Quelle der humanen Stamzellen
oder verschiedene Transplantationsrouten direkt miteinander hinsichtlich ihrer Repopu-
lierungsf￿higkeit im HIS- Modell verglichen wurden. Es ist daher schwierig zu sagen,
welches optimale Konditionen sind, um eine gute und reproduzierbare Repopulierung
der M￿use mit humanen CD4+ T- Zellen zu erzielen.
CD34 Pr￿parationen aus Nabelschnurblut enthalten aber scheinbar im Vergleich zu an-
deren CD34+ Zellquellen einen relativ hohen Anteil an ￿echten￿ Stammzellen. Um M￿use
erfolgreich mit humanen Blutstammzellen aus Nabelschnurblut zu repopulieren werden
104 bis 105 CD34+ Zellen transplantiert [139] [62] [148], w￿hrend in vergleichbaren Ex-
perimenten dagegen etwa 10 mal mehr CD34 + Zellen aus fetaler Leber oder dem Blut
G-CSF mobilisierter Spender n￿tig sind [45] [78] [133] [159].
F￿rderlich f￿r die T- Zellentwicklung scheint au￿erdem ein junges Alter der Tiere zu
sein [45]. Grund daf￿r k￿nnte ein in ￿lteren Tieren st￿rker zur￿ckgebildeter Thymus im
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Vergleich zu neugeborenen immunde￿zienten M￿usen oder ein in neugeborenen M￿usen
schw￿cher entwickeltes angeborenes Immunsystem sein.
Ein letzter wichtiger Faktor ist die Wahl das Mausstammes. NOG- M￿use sind auf der
einen Seite etwas immunde￿zienter als Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use, da sie
zus￿tzliche Defekte z.B. in den Makrophagen haben. Allerdings sind sie auch deutlich
sensitiver gegen￿ber Bestrahlung, was bei tendenziell besserer Repopulierung zu einer
h￿heren bestrahlungassoziierten Mortalit￿t f￿hrt.
2.3.2.4. BLT Modell
Das BLT (bone marrow/liver/thymus) Modell verwendet drei verschiedene humane
Komponenten, n￿mlich CD34+ h￿matopoetische Stammzellen aus fetaler Leber und
St￿cke von fetaler Leber und fetalem Thymus. Die humanen Gewebest￿cke werden
den immunde￿zienten M￿usen (NOD/SCID oder NOG) hierbei unter die Nierenkapsel
transplantiert. Die Tiere werden danach sublethal bestrahlt und mit autologen humanen
Blutstammzellen aus fetaler Leber repopuliert. Die humanen Blutstammzellen di￿eren-
zieren dabei in vivo sowohl in B- und T- Zellen als auch Monozyten, Makrophagen und
dentritische Zellen [95]. Die humanen Zellen k￿nnen nicht nur im Blut, sondern auch in
anderen Organen wie Milz, Lymphknoten, Knochenmark, Leber, ￿gut￿ assoziiertem lym-
phatischem Gewebe (GALT) und den implantierten humanen Gewebest￿cken gefunden
werden.
In zwei Studien wurden BLT M￿use mit humanen CD34 + Stammzellen repopuliert, die
eine shRNA bzw. siRNA gegen CCR5 exprimierten [131] [73]. Die Menge an CCR5 + T-
Zellen wurde dadurch in vivo deutlich reduziert. Daraufhin wurden in einer Studie T-
Lymphozyten der M￿use isoliert und ex vivo mit HIV in￿ziert, w￿hrend in der anderen
die M￿use direkt mit HIV in￿ziert wurden. In beiden F￿llen konnte die Virusreplikation
durch den CCR5 Knockdown inhibiert werden.
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2.4. Zielsetzung
Zur Behandlung HIV- positiver Patienten wird heute in der Regel eine Kombinations-
therapie aus verschiedenen antiviralen Substanzen (HAART) eingesetzt. Obwohl die
Virusreplikation damit relativ erfolgreich inhibiert und eine Rekonstitution des Immun-
systems erzielt werden k￿nnen, ist die Therapie durch die Toxizit￿t der Medikamente, die
Entwicklung resistenter Viren und die hohen Therapiekosten limitiert. Eine Alternative
dazu stellt die Gentherapie der HIV- Infektion mit C- Peptiden dar.
In einer klinischen Studie der Phase I/II wurde im Jahr 2004 bereits ein gammare-
troviraler Vektor, der das membrangebundene inhibitorische Peptid maC46 exprimiert,
getestet. Die genmodi￿zierten Zellen akkumulierten sich in vivo aber nicht. Der Anteil
der Zellen, die vor der HIV- Infektion gesch￿tzt waren, war dadurch in vivo sehr gering,
so dass es nicht zu dem erwarteten therapeutischen E￿ekt kam.
In der vorliegenden Arbeit sollte ein lentiviraler Vektor, der maC46 codiert, in vivo in
einem Tiermodell getestet werden. Dazu sollten zwei humanisierte Mausmodelle f￿r die
Gentherapie der HIV- Infektion etabliert werden (T- Zellmausmodell und HIS- Mausmo-
dell). F￿r das T- Zellmausmodell werden humane reife CD4 + T- Zellen in NOG- M￿use
transplantiert. Die Zellen werden entweder vor der Transplantation in vitro oder danach
in vivo mit HIV in￿ziert. Im HIS- Mausmodell dagegen werden neugeborene Rag-2/ 
-
Kette Doppelknockout- M￿use mit humanen CD34 + Blutstammzellen repopuliert. In
beiden Modellen sollte die antivirale Wirksamkeit von maC46 in vivo getestet werden.
Au￿erdem sollen beide Modelle verglichen werden, um zu sehen, welches Modell besser
f￿r die in vivo Testung einer Gentherapie der HIV- Infektion geeignet ist.
Der Nachteil von maC46 ist, dass nur die Zelle, die das Peptid exprimiert, vor der
Infektion mit HIV gesch￿tzt ist. Nicht genetisch modi￿zierte Nachbarzellen k￿nnen wei-
terhin in￿ziert werden. Bei einem sekretierbaren Prinzip, wie einem l￿slichen Peptid,
sind dagegen auch nicht in￿zierte Nachbarzellen gesch￿tzt (Bystander E￿ekt). In der
Arbeitsgruppe von Laer wurde in einer anderen Arbeit eine sekretierte Variante des C46
Peptids entwickelt (iSAVE). Sowohl ein gammaretroviraler als auch ein lentiviraler Vek-
tor, die das iSAVE Peptid codieren, sollten f￿r die Transduktion prim￿rer, humaner T-
Zellen verwendet werden. Nach der Transplantation dieser Zellen in NOG- M￿use sollten
die Serumkonzentrationen des iSAVE Peptides bestimmt und mit der in vitro IC50, die
im niedrigen nanomolaren Bereich liegt, verglichen werden.
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3.1. Material
Soweit nicht anders angegeben, wurden Grundchemikalien von Applichem (Darmstadt),
Fluka (Buchs), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Deisenhofen) und
Serva (Heidelberg) bezogen.
Alle n￿tigen Plastikmaterialien (wie z.B. Pipetten, Zellkulturschalen, Mikropipetten-
spitzen usw.), sowie Filtersysteme (? 0,22 m, 0,45 m) wurden von Costar (Boden-
heim), Greiner (Frickenhausen), Biozym (Oldendorf), Schleicher & Schull (Dassel), Bec-
ton Dickinson (Heidelberg), Millipore (Eschborn) und Nalgene (Rochester, NY, USA)
bezogen.
3.1.1. Chemikalien, Medien, Pu￿er und L￿sungen
L￿sungen und N￿hrmedien wurden mit deionisiertem Wasser angesetzt (Filtration durch
eine Milipore-Anlage von Millipore Water Systems, Eschborn). Pu￿er und N￿hrmedien
wurden f￿r 20 Minuten bei 121C und 2 bar sterilisiert, bei Hitzeinstabilit￿t steril ￿ltriert
oder bereits steril bezogen. Lagerung war bei 4 C, soweit nicht anders angegeben.
 Ammoniumpersulfat (APS)
10 % in H2O
 Ampicillin- Stamml￿sung
100 mg/ ml in H2O
Lagerung bei -20C
 BSA (Rinderserumalbumin)
Sigma, Deisenhofen
 2,5 mM CaCl2
Sigma, Deisenhofen
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 25 mM Chloroquin
Sigma, Deisenhofen
 DMSO (Dimethylsulfoxid)
Serva, Heidelberg
Lagerung bei Raumtemperatur
 DNA- Laufpu￿er
0,05 % Bromphenolblau, 0,05 % Xylene, 15 % Ficoll Typ 400 in H 2O
Lagerung bei Raumtemperatur
 Dulbecco￿s Modi￿ed Eagle Medium (DMEM)
Bio Whittaker, Belgien
 Einbettmedium f￿r konfokale Mikroskopie
ProLong Gold antifade reagent, Molecular Probes-Invitrogen, Karlsruhe
Lagerung bei -20C
 En￿uran (Ethrane)
Abbott, Wiesbaden
Lagerung bei Raumtemperatur
 Ethidiumbromidl￿sung
1 % (w/v) Ethidiumbromid in H2O
 FACS- Pu￿er
PBS, 1 % (v/v) FCS, 0,1 % NaN3
 FCS (F￿tales K￿lberserum)
PAA Laboratories, ￿sterreich
 Ficoll (￿human Pancoll￿)
Biotech GmbH
Lagerung bei Raumtemperatur
 Einfriermedium f￿r Zellkultur
90 % FCS, 10 % DMSO
 Flebogamma (5 % Infusionsl￿sung)
Grifols, Langen
 1,5 % Formaldehyd in PBS
Biomedicals, Inc., Ohio, USA
 Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
Sigma, Deisenhofen
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 Heparin- Natrium 25.00- ratiopharm r
Ratiopharm, Ulm
 HEPES- Pu￿er (2 )
1,5 mM Na2HPO4
 Humanes AB- Serum
PAA Laboratories, Pasching, ￿sterreich
 Interleukin-2 (Proleukinr S)
Novartis, N￿rnberg
gel￿st in PBS 0,1 % BSA und eingestellt auf 1  104 U/ml
Lagerung bei -20C oder kurzzeitig bei 4C
 LB- Medium
10 g Trypton/ Pepton aus Casein, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl mit H 2O auf 1000
ml au￿￿llen
 L-Glutamin (100 )
Bio Whittaker, Belgien
 MACS- Pu￿er
PBS, 0,5 % BSA, 2 mM EDTA
 MPBST
5 % Milchpulver in PBST
 Natriumdodecylsulfat (SDS)
10 % in in H2O
Lagerung bei Raumtemperatur
 NP40- L￿sung
5 % (w/v) NP40 in H2O
Lagerung bei Raumtemperatur
 PBS (Dulbecco￿s Phosphate bu￿ered saline) (1 )
PAA Laboratories, Pasching, ￿sterreich oder PAN Biotech GmbH, Aidenbach,
￿sterreich
 PBS (Dulbecco￿s Phosphate bu￿ered saline) (10 )
Bio Whittaker, Belgien
 PBST
100 ml 10  PBS, 1 ml Tween-20, auf 1000 ml mit H 2O au￿￿llen
 Penicillin / Streptomycin-L￿sung (100x)
PAA Laboratories, Pasching, ￿sterreich
263. Material und Methoden
 Proteinprobenpu￿er
60 % (v/v) Glycerin, 18 % (w/v) SDS, 0,3 % (v/v) Bromphenolblau, 600 mM
Tris-HCl, 12 % (v/v) - Mercaptoethanol
 Retronektin- L￿sung
2,5 mg in 1 ml H2O aufgenommen, mit PBS auf 50 g/ ml eingestellt und steril-
￿ltreiert
Lagerung bei -20C oder kurzzeitig bei 4C
 Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) Medium
Bio Whittaker, Belgien
 20 % (w/v) Saccharose
in PBS
 Sammelgelpu￿er
30,25 g Tris mit HCl auf pH 6,8 einstellen mit H 2O auf 500 ml au￿￿llen
 SDS- Elektrophorese- Laufpu￿er 10 
151 g Tris, 720 g Glycin mit H2O auf 5 l au￿￿llen
 SDS- Elektrophorese- Laufpu￿er
100 ml SDS- Elektrophorese- Laufpu￿er 10 , 10 ml 10 % SDS- L￿sung, ad 1 l
H2O
 TAE (50 )
Tris 1220 g, Essigs￿ure 285,5 g, EDTA (0,5 M) 500 ml, mit H 2O auf 5 l au￿￿llen
und pH auf 8,0 einstellen
 Trenngelpu￿er
91 g Tris mit HCl auf pH 8,8 einstellen, mit H 2O auf 500 ml au￿￿llen
 Trypsin, 0,25 % / EDTA 1mM
Invitrogen, Karlsruhe
 Westernblot- Transferpu￿er
20 % (v/v) Methanol, 10 % (v/v) 10  SDS- Elektrophorese- Laufpu￿er
 X-Vivo 15 Medium
Bio Whittaker, Belgien
 Zell- Lysepu￿er
50 mM HEPES pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 % (v/v) Triton X-100, 2 % (v/v) Aproti-
nin, 2 mM EDTA pH 8,0, 50 mM Natrium￿uorid, 10 mM Natriumpyrophosphat,
10 % (v/v) Glycerol, 1 mM Natriumvanadat, 2 mM Pefabloc r SC in H2O
Lagerung bei -20C
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3.1.2. Zellen und Anzuchtsmedien
Die f￿r die Medien verwendeten Cytokine wurden mit Ausnahme von IL-2 von der Firma
tebo- bio (USA) bezogen.
293T
Humane, embryonale Nierenepithelzelllinie [113]
293T- Zellen sind ein Derivat von 293- Zellen und enthalten das T- Antigen von SV40.
! DMEM mit 10 % FCS, 2 % Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin (D-10)
TZM-bl
Humane Fibroblastenzelllinie [26][118][150]
Abgeleitet von der HeLa- Zelllinie, TZM-bl Zellen exprimieren stabil CD4, CXCR4 und
CCR5. Au￿erdem tragen sie ein Luziferase- und ein - Galaktosidasegen unter Kontrolle
einer HIV- LTR
! DMEM mit 10 % FCS, 2 % Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin (D-10)
PM-1
Humane T- Zelllinie [87]
PM-1 stammen von der Zelllinie HUT87 ab und exprimieren die beiden humanen Che-
mokinrezeptoren CXCR4 und CCR5.
! RPMI 1640 mit 5 % FCS, 2 % Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin (R-5)
PM-1_M87o
Humane T- Zelllinie [30]
PM-1 stammen von der Zelllinie HUT87 ab und exprimieren die beiden humanen Che-
mokinrezeptoren CXCR4 und CCR5.
PM-1_M87o sind PM-1 Zellen, die stabil mit M218 transduziert sind, so dass sie maC46
exprimieren.
! RPMI 1640 mit 5 % FCS, 2 % Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin (R-5)
Prim￿re, humane Lymphozyten
Isoliert aus dem peripheren Blut gesunder Spender. Dazu wurden Bu￿y Coats verwen-
det, die vom Blutspendedienst Hessen- Th￿ringen zur Verf￿gung gestellt wurden.
! X- Vivo 15 mit 5 % humanem AB- Serum, 2 % Glutamin, 1 % Penicillin/ Strepto-
mycin, 100 Units IL-2/ ml
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Humane CD34+ Blutstammzellen
Isoliert aus humanem Nabelschnurblut. Das Nabelschnurblut wurde freundlicherweise
von den Hebammen der Geburtsstation des Universit￿tsklinikums Frankfurt nach Ein-
willigung der Eltern aus der Nabelschnur gesunder Entbindungen entnommen und zur
Verf￿gung gestellt.
! X- Vivo 15 Medium mit 1 % BSA, 2 % Glutamin, 60 ng/ ml humanem IL-3, 100 ng/
ml humanem TPO, 300 ng/ ml humanem SCF, 300 ng/ ml humanem Flt3- Ligand
3.1.3. Mausst￿mme
Die M￿use wurden entsprechend den Richtlinien der FELASA (Federation of European
Laboratory Animal Science Associations) gehalten.
 Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use
Zuchtpaare dieses Stammes wurden freundlicherweise von Dr Markus Manz (In-
stitute for Research in Biomedicine, Bellinzona) zur Verf￿gung gestellt [139].
 NOD/SCID/
- Kette Knockout- M￿use (NOG- M￿use)
NOG- M￿use wurden ￿ber Charles River Laboratories Jaxmice, USA bezogen
(Stock Nummer 05557).
3.1.4. Antik￿rper
2F5
Humaner monoklonaler Antik￿rper, der an das Epitop ELDKWA in der C- terminalen
￿heptad repeat￿ Sequenz von gp41 bindet[105].
Polymun, Wien, ￿sterreich
1 g in 10 ml MPBST pro Membran f￿r Western Blot, 0,1 g pro F￿rbung f￿r FACS
basierten Nachweis von iSAVE Peptide
Ziege-  human- PE
Antik￿rper aus der Ziege, der den Fc- Teil humaner IgG- Antik￿rper erkennt und mit
dem Fluoreszenzfarbsto￿ Phycoerythrin (PE = FL-2 im FACS) gekoppelt ist.
Dianova, Hamburg
0,5 l pro FACS- F￿rbung
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Ziege-  human- HRPO
Antik￿rper aus der Ziege, der den Fc- Teil humaner IgG- Antik￿rper erkennt und mit
der Meerrettich- Peroxidase (HRPO) gekoppelt ist.
Dianova, Hamburg
1:10.000 verd￿nnt f￿r Western Blot
TriTest
Mischung aus FITC- konjugierten - human CD4, PE - konjugierten - human CD8
und PerCP- konjugierten - human CD3 Antik￿rpern
Becton Dickinson, Heidelberg
6 l pro FACS- F￿rbung
PE- konjugierter - human CD4 Antik￿rper
Antik￿rper aus der Maus, der humanes CD4 erkennt und mit dem Fluoreszenzfarbsto￿
Phycoerythrin (PE = FL-2 im FACS) gekoppelt ist.
Becton Dickinson, Heidelberg
8 l pro FACS- F￿rbung
PerCP- konjugierter - human CD8 Antik￿rper
Antik￿rper aus der Maus, der humanes CD8 erkennt und mit dem Fluoreszenzfarbsto￿
PerCP (FL-3 im FACS) gekoppelt ist.
Becton Dickinson, Heidelberg
10 l pro FACS- F￿rbung
APC- konjugierter - human CD45 Antik￿rper
Antik￿rper aus der Maus, der humanes CD45 erkennt und mit dem Fluoreszenzfarbsto￿
APC (FL-4 im FACS) gekoppelt ist.
Becton Dickinson, Heidelberg
8 l pro FACS- F￿rbung
PE- gekoppelter - p24 Antik￿rper
Humaner monoklonaler Antik￿rper, der das HIV Protein p24 erkennt und mit dem
Fluoreszenzfarbsto￿ PE gekoppelt ist.
Beckman Coulter, Fullerton, USA
5 l pro FACS- F￿rbung
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2.4G2
Monoklonaler Antik￿rper aus der Ratte, der an murine Fc- Rezeptoren (CD16/ CD32)
bindet.
BioXcell, West Lebanon, USA
1 g pro FACS- F￿rbung
3.1.5. Peptide und Enzyme
Retronektin
Takara Bio Inc., USA
T20
T20 ist 36 Aminos￿uren lang und stammt aus der C- terminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz
von gp41. Die Aminos￿uresequenz lautet: YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL ELDK-
WASLWNWF. Das Epitop, das von 2F5 gebunden wird, ist orange markiert.
Das Peptid wurde von der Firma Roche Laborities Inc. (Nutly, USA) bezogen. Es wird
dort unter dem Namen Fuzeonr (Enfuvirtid) vertrieben. Das Peptid wurde in Aqua
dest. gel￿st, auf eine Konzentration von 4,5 g/ l (1 mM) eingestellt und bei -80C
gelagert.
C46
C46 enth￿lt 46 Amminos￿uren aus dem C- treminalen ￿heptad repeat￿ Sequenz von gp41.
Der Sequenz aus gp41 folgen 6 Amminos￿uren einer Furinschnittstelle. Die Aminos￿ure-
sequenz lautet: WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWN-
WFRSRAKR.
Das Peptid wurde von der Firma Thermo Fisher Scienti￿c (Ulm) synthetisiert. Es wurde
in einer 1:1 Mischung aus DMSO und H2O gel￿st, auf eine Konzentration von 250 M
eingestellt und bei -80C gelagert.
Fc-IL-7 Fusionsprotein
H06-112-3A, hu Fc g1 Hinge g2 GS-L2 hu DI-IL7 (PNDS), Konzentration: 4,06 mg/ ml
[133]
DNA Restriktionsendonukleasen
New England Biolabs, Schwalbach
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3.1.6. Vektoren
Karten der verwendeten Plasmide k￿nnen im Anhang gefunden werden.
M5
Lentiviraler Vektor, der das H￿llprotein von VSV codiert.
[157]
M118
Lentiviraler Vektor, der das H￿llprotein des HIV-1 Isolats JRFL codiert.
Matthias Dittmar, Universit￿tsklinikum Heidelberg
M334
Lentiviraler Vektor, der GagPol von HIV-1 enth￿lt.
[107]
M420 = LV-GFP
Lentiviraler Vektor, der GFP codiert.
[25]
M579
Retroviraler Vektor, der GagPol von MLV enth￿lt.
Christopher Baum, Medizinische Hochschule Hannover und Tsanan Giroglou, AG von
Laer, Frankfurt am Main
M589 = LV-maC46-GFP
Lentiviraler Vektor, der ein Fusionsprotein aus maC46 und GFP codiert.
[74]
M620
Retroviraler Vektor, der das galv- H￿llprotein des Gibbon ape leukemia Virus codiert.
Roland Zahn, AG von Laer, Frankfurt am Main
M918 = RV-iSAVE
Gammaretroviraler Vektor, der ein sekretriertes C46 Peptid (iSAVE) codiert.
[31]
T42 = LV-iSAVE
Lentiviraler Vektor, der ein sekretriertes C46 Peptid (iSAVE) codiert.
J￿rg Kahle, AG von Laer & Vision7 GmbH, Frankfurt am Main
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3.1.7. Verwendete Kits
 Nukleobond AX Maxiprep Kit von Machery & Nagel, D￿ren
 FIX & PERM von Caltag-Laboratories, Hamburg
 Calcium Phosphat Transfection Kit von Sigma, Deisenhofen
 CD34 Progenitor Cell Isolation Kit von Miltenyi
 Cobas AmpliPrep/ Cobas TaqMan HIV-1 Test, v2.0, Roche
3.1.8. Ger￿te
 Analysewaage von Kern, Albstadt
 Ausschwingzentrifuge Megafuge 1.0R von Heraeus, Hanau
 Autoklav HAST 4-5-6 E von Zirbus Technology, Bad Grund
 Brutschrank f￿r Zellkulturen, Cytoperm von Heraeus, Hanau
 Durch￿usszytometer: FACSCalibur mit der Software CellQuestPro von BD, Hei-
delberg
 Fluoreszenzmikroskop Eclipse TE300 von Nikon, D￿sseldorf
 Heizblock von Techne, England
 Konfokales Mikroskop Leica TCS SL mit der Leica LCS- Software, Leica Micro-
systems, Wetzlar
 K￿hlzentrifuge Beckman Avanti J20 von Beckman, M￿nchen
 K￿hlzentrifuge Rottina 48R von Hettich, Tuttlingen
 Magnet-Separator MPC-1 von Dynal, Hamburg
 Mikroskop von Leica, Bensheim
 pH- Meter Mettler Toledo M220 von Mettler, Gie￿en
 Pipetten von Gilson, Middleton, USA
 Pipettierhilfe Pipetboy acu von Integra Biosciences, Fernwald
 Sch￿ttler TH25 von Edmund B￿hler, T￿bingen
 Sch￿ttelinkubator von Heraeus, Hanau
 Sterilbank f￿r Zellkulturen HERAsafe HS12 von Heraeus, Hanau
 Sterilbank f￿r Zellkulturen, Micro￿ow von Nunc, Wiesbaden Biebrich
 Tischzentrifuge Rotina 48R von Hettich Mocro 20, Tuttlingen
 Vortex Genie 2 von Bender und Hobein, Schweiz
 Wasserbad von GFL, Burgwedel
 Zellz￿hlger￿t, Casy TT von Sch￿rfe System, Reutlingen
333. Material und Methoden
3.2. Methoden
3.2.1. Molekularbiologische Methoden
3.2.1.1. Pr￿paration von Plasmid- DNA
Plasmid- DNA wurde aus Escherichia Coli mit Hilfe des Nucleobond AX Maxiprep Kits
von Macherey & Nagel nach Herstellerangaben isoliert. Die DNA wurde dabei im letzten
Schritt in H2O eluiert.
3.2.1.2. Restriktionsverdau von DNA
Plasmid- DNA wurde nach der Pr￿paration durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen
auf ihre Identit￿t hin ￿berpr￿ft. Dazu wurden 0,5- 1 g Plasmid- DNA mit 5- 10 Units
der Restriktionsendonuklease der Firma NEB in einem 20 l Reaktionsansatz gemischt.
Es wurde ein vom Hersteller empfohlener Pu￿er hinzugef￿gt und die Reaktionsans￿tze
wurden f￿r 1 Stunde bei 37C inkubiert. Die entstandenen Fragmente wurden durch
Agarose- Gelelektrophorese analysiert.
3.2.1.3. Agarose- Gelelektrophorese
DNA- Fragmente wurden durch Agarose- Gelelektrophorese der Gr￿￿e nach aufgetrennt.
Dazu wurde 1 %ige Agarosel￿sung in TAE- Pu￿er durch Erhitzen ver￿￿ssigt. Der ￿￿s-
sigen Agarosel￿sung wurde Ethidiumbromid zugesetzt (2 g/ml) und die L￿sung wurde
in eine Gie￿form gegossen. Es wurde ein Kamm eingesetzt, um Taschen zu formen. Nach
dem Erstarren der Agarose wurde der Kamm entfernt und das Gel wurde in eine mit
TAE- Pu￿er gef￿llte Elektrophoresekammer ￿berf￿hrt. Die DNA- Proben wurden mit
6 DNA- Ladepu￿er versetzt und in die Taschen des Gels pipettiert. Zur sp￿teren Gr￿-
￿enabsch￿tzung der DNA- Fragmente wurden auch gekaufte Gr￿￿enmarker (100 bp, 1
kb) mit DNA- Fragmenten bekannter Gr￿￿e aufgetragen.
Die Gelelektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von 100 Volt f￿r 20- 30
Minuten. Danach wurde das Gel unter UV- Licht ( = 366 nM) analysiert. Ethidium-
bromid ist ein Farbsto￿, der dabei in die DNA interkalierte, so dass die Banden im UV-
Licht sichtbar wurden.
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3.2.1.4. Bestimmung der HIV- RNA Kopien im Serum von in￿zierten M￿usen
mittels RT- PCR
Die Viruslast (HIV- RNA Kopien) im Serum in￿zierter M￿use wurde mittels RT- PCR
bestimmt. Das Mausserum wurde in humanem Serum verd￿nnt, so dass das Endvolumen
1,1 ml betrug. ￿blicherweise musste das Mausserum 1:200 bis 1:10 verd￿nnt werden.
Das humane Serum wurde vorher bei 56 C f￿r 30 Minuten hitzeinaktiviert und durch
einen 0,45 m Filter ￿ltriert. Die verd￿nnten Mausseren wurden f￿r 30 Minuten bei
56C hitzeinaktiviert. Die RNA Isolation und RT- PCR wurden vollautomatisch mit
dem AmpliPre Cobas Taqman System von Roche nach Herstellerangaben durchgef￿hrt.
Die Detektionsgerenze des Systems lag dabei bei 40 Kopien pro ml Probe. Je nach
Verd￿nnung lag die Detektionsgrenze im Mausserum daher bei 400 bis 8000 Kopien pro
ml.
3.2.2. Proteinbiochemische Methoden
3.2.2.1. Lyse von Zellen
Damit Zellen im Western Blot hinsichtlich der iSAVE Expression untersucht werden
konnten, mussten sie zun￿chst lysiert werden. Daf￿r wurden die Zellen in ein 1,5 ml
Reaktionsgef￿￿ ￿berf￿hrt und 5 Minuten bei 8000 UpM zentrifugiert. Der ￿berstand
wurde verworfen und die Zellen wurden in kaltem Lysepu￿er resuspendiert ( 106 Zellen
in 50 l). Die Reaktionsans￿tze wurden 30 Minuten auf Eis inkubiert. Dabei wurden die
Proben alle 5 Minuten gemischt. Anschlie￿end wurden die Proben 10 Minuten bei 13000
UpM zentrifugiert und der ￿berstand wurde in ein neues Reaktionsgef￿￿ ￿berf￿hrt und
bis zur Analyse im Western Blot bei -20 C gelagert.
3.2.2.2. Deglykosylierung von Zellkultur￿berst￿nden und Zelllysaten
Das iSAVE Protein enth￿lt N- Glykosylierungen. N- glykosylierte Proteine geben, durch
Unterschiede in der Gr￿￿e des Glykans, im Western Blot eine breite, di￿use Bande.
Zellkultur￿berst￿nden und Zelllysaten wurden daher mit Hilfe des Enzyms PNGaseF
(New England Biolabs) deglykosyliert, um eine scharfe und klare Bande zu erhalten.
Die PNGaseF schneidet alle Klassen von Asparagin (N)- gebundenen Oligosacchariden
zwischen der Asparagin- Seitenkette und dem ersten N- Acetylglukosamin- Rest des
Zuckerbaums.
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Zur Deglykosylierung wurden 50 l Zelllysat oder Zellkultur￿berstand ￿ber Nacht mit
0,3 l PNGaseF (2 U/l) bei 37C inkubiert. Danach wurden die Proben mit 3 
Proteinprobenpu￿er versetzt und 5 Minuten bei 95 C aufgekocht.
3.2.2.3. SDS- Polyacrylamid- Gelelektrophorese (SDS- PAGE)
Proteine wurden durch Gelelektophorese auf SDS- Polyacylamid- Gelen der Gr￿￿e nach
aufgetrennt. Das dabei verwendete anionische Detergenz SDS bindet an die Proteine
und verleiht diesen eine negative Ladung. Die negativ geladenen Proteine wanderen nach
Anlegen einer Spannung im Polyacrylamid- Gel zur positiven Elektrode und werden der
Gr￿￿e nach aufgetrennt. Es wurde eine diskontinuierliche Elektrophorese nach Laemmli
durchgef￿hrt [79]. Dabei wurden die Proteine zun￿chst in einem Sammelgel konzentriert
und dann im Trenngel der Gr￿￿e nach aufgetrennt.
Zum Gie￿en der Gele wurde eine Gie￿apparatur der Firma Bio- Rad benutzt. Die Glas-
platten (mit 1mm Abstandshaltern) wurden in die Apparatur eingespannt und die Gel-
l￿sung f￿r das 16 %ige Trenngel wurde zwischen die Platten eingef￿llt. F￿r das Trenngel
wurden 2,1 ml H2O, 5,3 ml 30 % entgastes Acrylamide/ Bis, 2,5 ml Trenngelpu￿er, 0,1
ml 10 % SDS, 5 l TEMED und 50 l 10 %iges APS gemischt. Das Trenngel wurde mit
1 ml Isopropanol ￿berschichtet und f￿r 30 Minuten inkubiert. Nach der Polymerisation
des Trenngels wurde das Isopropanol entfernt, das Trenngel mit H 2O gesp￿lt und mit
dem Sammelgel ￿berschichtet. Die Sammelgell￿sung wurde durch Mischen von 6,1 ml
H2O, 1,3 ml 30 % entgastes Acrylamide/ Bis, 2,5 ml Sammelgelpu￿er, 0,1 ml 10 % SDS,
10 l TEMED und 50 l 10 %iges APS hergestellt. In das Sammelgel wurde ein Kamm
eingef￿hrt, um die Geltaschen zu bilden. Das Gel wurde nun wiederum f￿r 30 Minuten
inkubiert, um ein Polymerisieren des Sammelgels zu erreichen. Danach wurde der Kamm
entfernt und das Gel wurde mit H2O gesp￿lt.
Das Gel wurde in eine Elektrophoresekammer gesetzt und diese wurde mit Laufpu￿er
bis zur Oberkante des Gels bef￿llt. Die Taschen des Gels wurden mit Laufpu￿er gesp￿lt,
um nicht polymerisierte Reste des Acrylamids zu entfernen. Danach wurden die Proben
bzw. ein Proteinmarker in die Taschen des Gels eingef￿llt. Die Proben waren zuvor mit
3  Proteinprobenpu￿er versetzt und f￿r 5 Minuten bei 95 C aufgekocht worden. Die
Elektrophorese erfolgte bei einer konstanten Spannung von zun￿chst 150 V f￿r 15- 30
Minuten und anschlie￿end bei 180 V f￿r weitere 45- 60 Minuten.
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3.2.2.4. Elektro- Blotting (Western Blot)
Die in der Gelelektrophorese der Gr￿￿e nach aufgetrennten Proteine wurden im n￿chsten
Schritt auf eine Nitrozellulosemembran ￿bertragen. Dazu wurde eine Semi Dry Appara-
tur der Firma Bio- Rad verwendet.
Die Membran und zwei Filterpapiere wurden in der Gr￿￿e des Gels zurecht geschnitten.
Die Membran wurde zun￿chst mit Wasser und anschlie￿end in Transferpu￿er gesp￿lt. Die
Filterpapiere wurden in Transferpu￿er eingeweicht. Auf die Anode der Blot- Aparatur
wurde zun￿chst ein Filterpapier und darauf die Membran gelegt. Das Gel wurde vor-
sichtig von den Glasplatten entfernt, das Sammelgel wurde verworfen und das Trenngel
luftblasenfrei auf die Memran aufgelegt. Das Gel wurde mit dem zweiten Filterpapier
bedeckt. Anschlie￿end wurde die Kathode aufgesetzt und der Deckel geschlosen. Der
Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgte f￿r 30 Minuten bei einer
konstanten Spannung von 15 Volt.
3.2.2.5. Immundetektion durch Chemilumineszenz
Die C- Peptide auf der Membran wurden schlie￿lich spezi￿sch mit dem 2F5- Antik￿r-
per und einem anti- human Sekund￿rantik￿rper, der mit der Meerrettich- Peroxidase
gekoppelt war, gef￿rbt. Die Membran wurde zun￿chst f￿r 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur oder ￿ber Nacht bei 4C in 5 % Milchpulver in PBST (MPBST) auf einer Wippe
inkubiert, um unspezi￿sche Bindestellen auf der Membran abzus￿ttigen. Der Prim￿ran-
tik￿rper (2F5, 1 g) wurde in MPBST verd￿nnt. Die Membran wurde in 10 ml der
Antik￿rperverd￿nnung f￿r 2 Stunden bei Raumtemperatur oder ￿ber Nacht bei 4 C auf
einer Wippe inkubiert. Anschlie￿end wurde die Membran 5 Mal mit je 30 ml PBST
gewaschen. Der Ansatz wurde daf￿r jeweils f￿r 5 Minuten auf der Wippe inkubiert.
Danach wurden 10 ml der Sekund￿rantik￿rperverd￿nnung (Ziege- anti- human- HRPO,
1:10.000 verd￿nnt in MPBST) auf die Membran gegeben und diese wurde eine Stunde
bei Raumtemperatur auf der Wippe inkubiert. Die Memran wurde danach 5 Mal f￿r
jeweils 5 Minuten mit 30 ml PBST gewaschen.
F￿r die Detektion der Meerrettich- Peroxidase wurde das ECL Plus TM Western Blot De-
tection Kit der Firma Amersham verwendet. Dabei wird ein Substrat von der Meerrettich-
Peroxidase umgestzt, wobei Licht emittiert wird. Es wurden 1,5 ml L￿sung 1 und 37,5
l L￿sung 2 gemischt. Diese Mischung wurde auf die Membran aufgebracht und f￿r 5
Minuten im Dunkeln inkubiert. Anschlie￿end wurde die Membran abgetropft, zwischen
zwei Plastikh￿llen eingebracht und in eine Hypercassette TM- Filmkassette eingelegt. In
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der Dukelkammer wurden Hyper￿lmTM ECL- Filme auf die Membran f￿r unterschied-
liche Zeitspannen aufgelegt. Die Filme wurden anschlie￿end in der Entwicklermaschine
entwickelt.
3.2.2.6. p24- ELISA
Die p24- Konzentration in Zellkultur￿berst￿nden wurde mittels ELISA (Enzymgekop-
pelter Immunadsorptionstest = Enzyme Linked Immunosorbent Assay) bestimmt. Dazu
wurden 180 l Zellkultur￿berstand zur Inaktivierung mit 20 l 5 %iger NP40- L￿sung
gemischt. Proben wurden bis zur Analyse bei -80 C eingefroren. Die Proben wurden
schlie￿lich mit dem p24- ELISA- Kit der Firma Innogenetics nach Herstellerangaben
durchgef￿hrt.
3.2.3. Zellkultur
3.2.3.1. Kultivierung von Zellen
Die verwendeten Zellen wurden in Inkubatoren bei 37 C, 90- 95 % Luftfeuchtigkeit und
mit 5 % CO2 gehalten.
Alle zwei bis drei Tage wurde das Medium gewechselt oder die Zellen wurden bei 70-
80 %iger Bedeckung der Kultur￿asche passagiert. Dazu wurde bei adherenten Zellen das
Medium entfernt und der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen. Dann wurden 2- 6 ml
Trypsin (je nach Gr￿￿e der verwendeten Kultur￿asche) zugegeben, um die Zellen von der
Unterlage abzul￿sen, und das Trypsin wurde nach wenigen Sekunden wieder entfernt.
Es wurde gewarten, bis sich die Zellen durch Klopfen gegen die Kultur￿asche von der
Unterlage abl￿sten. Die Zellen wurden dann in Medium resuspendiert und ein Teil ( 1=3
bis 1=10) der Zellen wurde in eine neue Kultur￿asche ￿berf￿hrt.
Bei Suspensionszellen wurde nach leichtem Resuspendieren der Zellen ein Teil der Zell-
suspension entfernt und frisches Medium in die Kultur￿asche hinzugef￿gt.
3.2.3.2. Zellzahlbestimmung
Das Z￿hlen von Zellen erfolgte mit dem Zellz￿hlger￿t Casy TT von Sch￿rfe System.
Dazu wurden 10 bis 100 l der Zellsuspension in 10 ml Casyton verd￿nnt und in ei-
nem zelltypabh￿ngigen Programm gemessen. Das Ger￿t gab die Zellzahl pro ml und die
Viabilit￿t der Zellen an.
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3.2.3.3. Produktion von gammaretroviralen oder lentiviralen Vektoren durch
transiente Transfektion
Zur Herstellung der f￿r den Gentransfer ben￿tigten Viruspartikel wurde die S￿ugerzell-
linie 293T verwendet. Die Zellen wurden mit DNA, die alle f￿r die Virusvermehrung
essentiellen Gene und das Transgen enthielt, trans￿ziert. Aus Sicherheitsaspekten (um
zu vermeiden, dass replikationskompetente Viren gebildet werden) waren die ben￿tigten
Gene auf drei Plasmide verteilt. Ein Plasmid enthielt das H￿llprotein- Gen, das zwei-
te die ￿brigen f￿r die Virusvermehrung n￿tigen Gene (z.B. f￿r Reverse Transkriptase,
Integrase, Capsidproteine) und das dritte das Transgen. Nur auf dem dritten Plasmid
befanden sich virale Verpackungssignale, so dass nur das Transgen in die gebildeten
Viruspartikel verpackt werden konnte. Replikationskompetente Viren k￿nnen nur dann
gebildet werden, wenn durch Rekombinationsereignisse ein Plasmid entsteht, das nach
dem viralen Verpackungssignal das H￿llprotein- Gen und die ￿brigen f￿r die Virusver-
mehrung n￿tigen Gene enth￿lt. Die Entstehung eines solchen Plasmids durch homologe
Rekombination ist sehr unwahrscheinlich, da die Sequenzhomologien zwischen den ver-
wendeten Plasmiden gering waren.
In der hier beschriebenen Methode wurden in die humane, embryonale Nierenepithel-
zelllinie 293T durch transiente Transfektion mit Calciumphosphat die drei ben￿tigten
Plasmide (gammaretroviraler oder lentiviraler Vektor mit dem Transgen, GagPol Plas-
mid und Env Plasmid) eingebracht. Einen Tag vor der Transfektion wurden 7  106
Zellen in 10 ml D10- Medium in 10 cm Petrischalen ausplattiert. Direkt vor der Trans-
fektion wurde dieses Medium entfernt und durch 8 ml frisches D10- Medium, das 25 M
Chloroquin (50 l der Chloroquinstamml￿sung wurden zu 50 ml Medium gegeben) ent-
hielt, ersetzt. In einem 1,5 ml Reaktionsgef￿￿ wurden 7,5 g gammaretroviraler oder
lentiviraler Vektor mit dem Transgen, 12,5 g GagPol Plasmid und 1 g Env Plasmid
gemischt. Mit H2O wurde auf 450 l aufgef￿llt und es wurden 50 l 2,5 M CaCl2 zuge-
geben. Diese Mischung wurde tropfenweise zu 500 l 2  HEPES Pu￿er in einem 15 ml
Reaktionsgef￿￿ gegeben, wobei mit einer Pasteurpipette Blasen erzeugt wurden. Die Mi-
schung wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann tropfenweise auf die
Zellen gegeben. Nach 6- 16 Stunden wurde das Medium, das Chloroquin und die DNA-
Pr￿zipitation enthielt, von den Zellen entfernt und durch 6 ml frisches D10- Medium
ersetzt. Bei gammaretroviralen Verpackungen wurde 24, 36, 42 und 48 Stunden nach
der Transfektion der ￿berstand abgenommen und durch 5- 6 ml frisches D10- Medium
ersetzt, bei lentiviralen Verpackungen nur 24 und 48 Stunden nach der Transfektion. Die
￿berst￿nde wurden durch 0,45 m Filtereinheiten steril￿ltiert, um Zelltr￿mmer und tote
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Zellen zu entfernen, und bei 4C (bzw. dauerhaft bei -80C) gelagert.
3.2.3.4. Aufkonzentrieren lentiviraler ￿berst￿nde
Lentivirale ￿berst￿nde wurden ￿ber einen Dichtegradient in der Ultrazentrifuge auf-
konzentriert. 30 ml ￿berstand wurden in ein steriles Zentrifugenr￿hrchen gef￿llt. Der
￿berstand wurde vorsichtig mit 5 ml 20 %iger Saccharose (in PBS gel￿st) unterschich-
tet. Die R￿hrchen wurden zwei Stunden bei 25000 UpM und 4 C in der Ultrazentrifuge
zentrifugiert (Rotor: SW 32 Ti Rotor von Beckmann, M￿nchen). Die Viruspartikel hatten
eine so gro￿e Dichte, dass sie w￿hrend der Zentrifugation sedimentierten. Der ￿berstand
wurde danach dekantiert und die Viren wurden im 500 l PBS pro Zentrifugenr￿hrchen
aufgenommen. Die Viren wurden f￿r 4 bis 16 Stunden bei 4 C auf dem Kippsch￿ttler
gel￿st. Die aufkonzentrierten Virus￿berst￿nde wurden aliquotiert und bei -80 C gelagert.
3.2.3.5. Titration von gammaretroviralen und lentiviralen Vektoren
Um die Menge an infekti￿sen Partikeln in einem, wie oben beschrieben, produzierten
gammaretroviralen oder lentiviralen ￿berstand zu bestimmen, wurde die Suspensions-
zelllinie PM-1 mit dem ￿berstand transduziert und anschlie￿end die Menge an transdu-
zierten Zellen durch FACS- Messung bestimmt. Der Nachweis im FACS- Ger￿t erfolgte
entweder direkt, wenn der verwendete Vektor GFP enthielt, oder bei Vektoren ohne GFP
indirekt nach Antik￿rperf￿rbung.
F￿r die Titration wurden 2  105 Zellen in 500 l R5- Medium pro Vertiefung einer 24-
Loch- Mikrotiterplatte ausplattiert. Es wurden unterschiedliche Mengen an Virus￿ber-
stand zugegeben (zwischen 0 und 500 l) und die Mikrotiterplatten wurden 1 Stunde
bei 2000 UpM und 31C zentrifugiert. Nach 2- 3 Tagen wurden die Zellen resuspendiert
und in FACS- R￿hrchen ￿berf￿hrt. Die Zellen wurden mit FACS- Pu￿er gewaschen, f￿r
Vektoren, die GFP enthielten, in 200 l FACS- Pu￿er aufgenommen und in Bezug auf
ihre Fluoreszenz im FACS analysiert. Bei Vektoren ohne GFP mussten die Zellen vor
der FACS- Analyse mit Antik￿rpern gef￿rbt werden, wie in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben
ist. Mit der folgenden Formel konnte aus dem Anteil der transduzierten Zellen (im FACS
￿uoreszierend) der Titer des ￿berstands berechnet werden:
Titer [ infekti￿se Einheiten/ ml ] = (transduzierte Zellen [% ]/ 100)  ausges￿te Zellen
 Verd￿nnungsfaktor
Der Verd￿nnungsfaktor gab dabei den Faktor an mit dem die eingesetzte Menge an
￿berstand multipliziert werden musste, um auf 1000 zu kommen.
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3.2.3.6. Transduktion von Zelllinien mit lentiviralen Vektoren
Humane Zelllinien wurden mit, wie in Kapitel 3.2.3.3 beschrieben hergestellten, lentivi-
ralen Partikeln transduziert. Dazu wurden die Zellen gez￿hlt und 2* 105 Zellen in 1 ml
Medium pro Vertiefung einer 24- Loch- Mikrotiterplatte ausges￿t. Zu den Zellen wurde
eine entsprechende Menge an lentiviralem ￿berstand (MOI 1 bis 10) gegeben und die
Zellen wurden f￿r drei Tage unter Standard- Zellkulturbedingungen kultiviert. Die Zel-
len wurden dann resuspendiert, in FACS- R￿hrchen ￿berf￿hrt und wie in Kapitel 3.2.5
beschrieben, hinsichtlich der Expression des Transgens GFP oder RFP untersucht.
3.2.3.7. Isolation von humanen CD34+ Blutstammzellen aus Nabelschnurblut
Humane, embryonale Blutstammzellen wurden aus Nabelschnurblut isoliert. Das Blut
wurde auf der Entbindungsstation des Universit￿tsklinikums Frankfurt am Main in Ent-
nahmebeutel (Poches Prelevement Placentair 150 ml CPD) der Firma Maco Pharma ge-
sammelt. Das Blut wurde bei Raumtemperatur gelagert und sollte bei der Aufarbeitung
nicht ￿lter als 48 Stunden sein. Zun￿chst wurden die mononukle￿ren Zellen des Bluts
￿ber einen Dichtegradienten isoliert. Dazu wurden 30 ml Blut in ein 50 ml Reaktions-
gef￿￿ gegeben und es wurde auf ein Volumen von 50 ml mit PBS aufgef￿llt. In frischen
50 ml Reaktionsgef￿￿en wurden 25 ml Ficoll vorgelegt. Dieser wurde vorsichtig mit 25 ml
des verd￿nnten Bluts ￿berschichtet. Die Gradienten wurden 30 Minuten bei 2000 UpM
ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich die mononukle￿ren
Zellen in der wei￿lichen Interphase zwischen dem Ficoll (unten) und dem verd￿nnten
Plasma (oben). Die Interphase wurde vorsichtig mit einer Pipette entnommen und in ein
frisches 50 ml Reaktionsgef￿￿ ￿berf￿hrt. Die Interphasen aus zwei Gradienten wurden
vereinigt, das Volumen wurde mit PBS auf 50 ml aufgef￿llt und die Zellsuspension wurde
f￿r 10 Minuten bei 1200 UpM zentrifugiert. Der ￿berstand wurde verworfen, die Zellse-
dimente aus zwei Reaktionsgef￿￿en wurden vereinigt und in 50 ml PBS resuspendiert.
Anschlie￿end wurden die Zellen gez￿hlt, 10 Minuten bei 1200 UpM zentrifugiert und
in MACS- Pu￿er resuspendiert. Die CD34 + Zellen wurden ￿ber ein Positivselektionskit
isoliert. Die Zellen haben dabei an einen CD34- Antik￿rper gebunden. Der Antik￿rper
band an magnetische Partikel, so dass die CD34 + Zellen in einem magnetischen Feld von
den ￿brigen im Reaktionsansatz vorhandenen Zellen getrennt werden konnten. Es wurde
das Direkt CD34 Progenitor Cell Isolation Kit der Firma Miltenyi in Verbindung mit
S￿ulen (LS Colums) der gleichen Firma verwendet. Vor und nach der Aufreinigung wur-
den FACS- Proben entnommen, die mit einem Antik￿rper gegen humanes CD34 gef￿rbt
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und im FACS analysiet wurden (Kapitel 3.2.5).
3.2.3.8. Kultur und Transduktion von humanen CD34 + Blutstammzellen
Humane CD34+ Zellen wurden in X- Vivo 15 Medium, das 1 % BSA, 2 % Glutamin und
1 % Penecillin/ Streptomycin enthielt, kultiviert. Zus￿tzlich wurde das Medium mit den
f￿r das ￿berleben und die Teilung von Blutstammzellen wichtigen Cytokinen IL-3, TPO,
SCF und Flt3- Ligand supplementiert (Endkonzentrationen im Medium 30ng/ ml, 100
ng/ ml, 300 ng/ ml, 300 ng/ ml). Die Zellen wurden nach der Isolierung entweder direkt
transduziert oder eingefroren und wieder aufgetaut und transduziert, sobald neugeborene
M￿use f￿r die Transplantation vorhanden waren.
Frisch isolierte CD34+ Zellen wurden in Medium mit einer Dichte von 1*106 Zellen pro
ml resuspendiert und je nach Zellzahl in Vertiefungen von 24- oder 6- Loch- Mikroti-
terplatten ausges￿t. Zu den Zellen wurde ein lentiviraler ￿berstand, der maC46-GFP
codierende Partikel enthielt, gegeben und die Zellen wurden ￿ber Nacht oder mindestens
6 Stunden unter Standard- Zellkulturbedingungen kultiviert. Im Falle von eingefrorenen
CD34+ Zellen wurden die Zellen zun￿chst nach dem Auftauen ￿ber Nacht kultiviert,
bevor sie transduziert wurden.
6 bis 16 Stunden nach der Zugabe der lentiviralen Partikel wurden die Zellen einmal mit
PBS gewaschen und gez￿hlt. Die transduztierten Zellen wurden direkt in neugeborene
Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use transplantiert oder sofern keine neugeborenen
Tiere verf￿gbar waren, eingefroren. In jedem Fall wurde ein kleiner Teil der Zellen in
frischem Medium aufgenommen in eine Vertiefung einer 24- Loch- Mikrotiterplatte ge-
geben und f￿r 2- 3 Tage weiter kultiviert. Diese Zellen wurden dann mit einem Antik￿r-
per gegen humanes CD34 gef￿rbt und hinsichtlich ihrer CD34 und Transgenexpression
durch￿usszytometrisch untersucht.
3.2.3.9. Isolation von humanen CD4+ T- Zellen aus Blut
Humane T- Zellen wurden aus dem Blut gesunder Spender isoliert. Dazu wurden Bu￿y
Coats von hessischen Blutspendedienst bezogen. Zun￿chst wurden die PBMC (peripheral
blood mononucleated cells) ￿ber einen Dichtegradienten isoliert. Das Blut wurde im Ver-
h￿ltnis 1:1 mit PBS verd￿nnt und mit 25 ml der Blut/ PBS- Verd￿nnung wurden 25 ml
Pancoll vorsichtig ￿berschichtet. Die Gradienten wurden f￿r 45 Minuten bei 2000 UpM
bei Raumtemperatur und ohne Bremse zentrifugiert. Die PBMC befanden sich danach
in der Interphase zwischen Pancoll und Serum. Im Zellpellet waren die Erytrozyten und
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Granulozyten. Die Interphase wurde mit einer 5 ml Pipette entnommen und die PBMC
wurden zweimal mit PBS gewaschen. Dazu wurden die Zellen 5 Minuten bei 1600 UpM
zentrifugiert, der ￿berstand wurde verworfen und die Zellen wurden in 50 ml frischem
PBS resuspendiert. Schlie￿lich wurden die Zellen gez￿hlt.
CD8+ Zellen wurden mit Hilfe von magnetischen Partikeln der Firma Miltenyi deple-
tiert. F￿r die Depletion wurden die Zellen in MACS- Pu￿er resuspendiert (1* 107 Zellen
in 80 l). W￿hrend der Depletion wurden alle Pu￿er kalt verwendet, um eine unspe-
zi￿sche Bindung der Zellen an die magnetischen Partikel zu verhindern. Zu den Zellen
wurden die CD8- Depletionsbeads gegeben (20 l Beads zu 1*107 Zellen). Der Reak-
tionsansatz wurde gemischt und f￿r 30 Minuten bei 4 C inkubiert. Danach wurden 4
ml kalter MACS- Pu￿er zugegeben, der Ansatz wurde f￿r 5 Minuten bei 1600 UpM
zentrifugiet und der ￿berstand wurde verworfen. Die Zellen wurden in 500 l kaltem
MACS- Pu￿er resuspendiert. F￿r die Depletion wurde eine LD (cell depletion) S￿ule der
Firma Miltenyi verwendet. Die S￿ule wurde 2 Stunden bei -20 C vorgek￿hlt, um un-
spezi￿sche Bindungen zu erhindern. Die MidiMACS Seperationseinheit wurde an dem
MACS MultiStand befestigt und die LD S￿ule wurde eingef￿gt. Die S￿ule wurde mit 2
ml MACS- Pu￿er ￿quilibriert. Anschlie￿end wurden die Zellen ohne Luftblasen auf die
S￿ule gegeben. Der Durch￿uss enthielt dabei die CD8- depletierten PBMC und wurde
aufgefangen. Die S￿ule wurde zweimal mit je 2 ml MACS- Pu￿er gewaschen, der Durch-
￿uss wurde wiederum aufgefangen und mit dem ersten vereinigt. Die CD8- depletierten
PBMC wurden gez￿hlt. Um den Erfolg der Depletion zu ￿berpr￿fen, wurde eine Pro-
be vor und eine nach Depletion mit einem Tritest Antik￿rpercocktail ( CD3, CD8, 
CD4) gef￿rbt und durch￿usszytometrisch analysiert. Die in der Probe verbleibenden T-
Zellen waren ￿blicherweise nahezu ausschlie￿lich CD4 positiv.
3.2.3.10. Kultur und Transduktion von humanen CD4 + T- Zellen
CD8- depletierte PBMC wurden mit CD3/ CD28 beschichteten magnetischen Partikel
und IL-2 stimmuliert. Am Tag der Isolierung (Tag 0) wurden die Zellen mit einer Dichte
von 1*106 Zellen/ ml in X-Vivo15- Medium (supplementiert mit 5 % humanem AB-
Serum, 2 % Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin) aufgenommen. Es wurden
CD3/ CD28 beschichteten magnetischen Partikel (3 pro Zelle) und 100 Units IL-2/
ml hinzugef￿gt und die Zellen wurden in Vertiefungen einer 6- Loch- Mikrotiterplatte
gegeben. Sollten die Zellen mit lentiviralen Vektoren transduziert werden, wurde das
entsprechende Volumen des lentiviralen ￿berstandes auch an Tag 0 mit zu den Zellen
gegeben. An Tag 1 wurden 100 Units IL-2/ ml zu den Zellen hinzugef￿gt. An Tag 3
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wurden die Zellen gewaschen, um den lentiviralen ￿berstand zu entfernen, in frischem
Medium mit 100 Units IL-2/ ml resuspendiert und weiter bis Tag 5 kultiviert. An Tag
5 wurden die magnetischen Partiel entfernt und die Zellen wurden gez￿hlt. Die Zellen
wurden gef￿rbt und durch￿usszytometrisch analysiert, um die Transduktionse￿zienz
und den Anteil an CD4+ Zellen in der Kultur zu bestimmen.
Sollten die Zellen mit gammaretroviralen Partikeln transduziert werden, mussten die
Zellen vor der Tranduktion stimuliert werden. Daher wurden die Zellen zun￿chst an Tag
0 wie oben beschrieben in Kultur genommen, es wurde allerdings kein Virus hinzugef￿gt.
An Tag 4 wurden die magnetischen Partikel entfernt. Die Zellen wurden an Tag 4 und
5 jeweils auf mit Retronektin beschichteten und mit gammaretroviralen Viruspartikeln
beladenen Platten ausges￿t und transduziert. An Tag 7 wurden die Zellen gesammelt,
gez￿hlt und nach Bestimmung der Transduktionse￿zinez f￿r weitere Versuche verwen-
det.
3.2.3.11. Beladen von retronektinbeschichteten Zellkulturplatten mit
gammaretroviralen Partikeln
Fur die Transduktion von T- Zellen mit Retronektin wurden unbeschichtete (non-tissue-
culture) 6- Loch- Mikrotiterplatten der Firma BD verwendet. Pro Vertiefung wurden
1000 l Retronektin (Konzentration 50 g/ ml) eingesetzt und die Platten wurden 1
Stunde bei Raumtemperatur oder ￿ber Nacht bei 4 C inkubiert. Das Retronektin wur-
de nach der Verwendung im K￿hlschrank gelagert und konnte bis zu viermal benutzt
werden. Nach dem Entfernen des Retronektins wurden die Platten mit 2 % BSA in PBS
(1000 l) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur geblockt, einmal mit HBSS und einmal
mit PBS gewaschen. In jede Vertiefung wurden dann 3 ml gammaretroviraler ￿ber-
stand (Kapitel 3.2.3.3) gegeben und die Platten wurden 30 Minuten bei 2400 UpM und
4C zentrifugiert. Der ￿berstand wurde dann entfernt und es wurde zwei weitere Mal
￿berstand hinzugegeben und die Platten wurden zentrifugiert. Nach dem dritten Zen-
trifugationsschritt wurde der ￿berstand wieder verworfen, es wurden in eine Vertiefung
einer 6- Loch- Mikrotiterplatten 3*106 Zellen in 3 ml X-Vivo15- Medium (supplementiert
mit 5 % humanem AB- Serum, 2 % Glutamin und 1 % Penicillin/ Streptomycin) mit
100 Units IL-2/ ml ausges￿t. Anschlie￿end wurden die Platten im Brutschrank unter
Standardbedingungen kultiviert.
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3.2.3.12. Anzucht von HIV- Stocks
Humane PBMC wurden, wie in Abschnitt 3.2.3.9 beschrieben, aus Bu￿y Coats isoliert.
Die PBMC wurden mit PHA (5 g/ ml) stimuliert. Nach 5 Tagen wurden die Zellen
gesammelt einmal mit Medium gewaschen und gez￿hlt. 2*107 Zellen wurden pro Infek-
tion eingesetzt und in ein 15 ml Reaktionsgef￿￿ transferiert. Die Zellen wurden f￿r 5
Minuten bei 1600 UpM zentrifugiert und in 500 bis 1000 l des entsprechenden Virusi-
solats resuspendiert. Anschlie￿end wurden die Reaktionsans￿tze f￿r 3 Stunden bei 37 C
inkubiert. Danach wurden pro Reaktion 10 ml Medium hinzugef￿gt und 5 Minuten bei
1600 UpM zentrifugiert. Der ￿berstand wurde entfernt und die Zellen wurden in 10 ml
Medium mit 100 Units IL-2 pro ml und 2 g Polybren pro ml resuspendiert. Jeweils
zwei Reaktionsans￿tze wurden vereinigt und in einer T75- Zellkultur￿asche f￿r 3 Tage
inkubiert. Nach 3 Tagen wurden 25 ml Medium (mit 100 Units IL-2 pro ml und 2 g
Polybren pro ml) hinzugef￿gt. Die Zellen wurden alle 2 bis 3 Tage unter dem Mikroskop
auf die Bildung von Syncytien hin untersucht und es wurde Zellkultur￿berstand (180 l
Zellkultur￿berstand + 20 l 5 % iges NP40) f￿r p24- ELISA gesammelt. Wenn Syncyti-
en beobachtet werden konnten und die p24- Konzentration im Zellkultur￿berstand 2500
pg/ml ￿berstieg, wurden die Zellen noch f￿r 2 Tage weiter kultiviert. Danach wurde der
￿berstand gesammelt und f￿r 10 Minuten bei 2000 UpM zentrifugiert, um Zellen und
Zelltr￿mmer zu entfernen. Der ￿berstand wurde durch einen 0,45 m Filter ￿ltriert.
Der ￿berstand wurde aliquotiert und bei -80 C eingefroren.
3.2.3.13. Titration von HIV- Stocks
HIV- Stocks wurden auf TZM-bl Zellen titriert. Die Zellen enthalten ein - Galaktosi-
dasegen unter Kontrolle eines Tat- abh￿ngigen Promotors. Einen Tag vor der Infektion
wurden 3,5*103 Zellen in 100 l D10- Medium pro Vertiefung einer 96- Loch- Mikroti-
terplatte ausges￿t und ￿ber Nacht unter Standardzellkulturbedingungen kultiviert. Am
n￿chsten Tag wurde serielle Verd￿nnungen des Virusstocks hergestellt. 100 l der jewei-
ligen Verd￿nnung wurde auf die Zellen gegeben. Jede Probe wurde dabei in Triplikaten
angefertigt. Als Negativkontrolle wurden 100 l D10- Medium verwendet. Die Zellen
wurden f￿r 2 bis 3 Tage unter Standardzellkulturbedingeungen weiter kultiviert.
F￿r die - Galaktosidasef￿rbung wurde der ￿berstand der Zellen vorsichtig entfernt, die
Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und schlie￿lich mit 100 l einer 1:1 Aceton/
Methanol- Mischung (-20C) ￿xiert. Nach nicht mehr als 5 Minuten wurde diese entfernt
und die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen. Nach Entfernen des PBS wurde 100 l
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X-Gal Substratl￿sung (100x X-Gal [0,5 mg/ml] verd￿nnt in 3 mM Kalium- Ferrocyanat,
3 mM Kalium- Ferricyanat, 1 mM MgCl 2 in PBS) zugegeben und die Platten wurden f￿r
2 bis 3 Stunden bei 37C inkubiert. Danach wurden die blau gef￿rbten Zellen (= in￿zierte
Zellen) im Mikroskop ausgez￿hlt. Dabei wurden nur Ans￿tze verwendet, die h￿chstens
100 gef￿rbte Zellen enthielten. Der Virustiter wurde mit der folgenden Formel berechnet:
Titer (infekti￿se Partikel/ ml) = Anzahl blau gef￿rbter Zellen  Verd￿nnungsfaktor
3.2.3.14. Infektion von Zellen mit HIV
Humane CD4+ T- Zellen wurden mit HIV-1D117/II in￿ziert. Dazu wurden die Zellen
(1*106 Zellen/ ml) in frischem Medium mit 100 Units IL-2/ ml in 6- Loch- Mikrotiter-
platten ausges￿t. Zu den Zellen wurde ein entsprechendes Volumen des Virus (etwa 80
infekti￿se Partikel auf 5*106 Zellen) gegeben und die Zellen wurden ￿ber Nacht unter
Standardzellkulturbedingungen inkubiert. Am n￿chsten Tag wurden die Zellen gesam-
melt, einmal mit PBS gewaschen und entweder in frischem Medium mit 100 Units IL-2/
ml f￿r in vitro Experimente ausges￿t oder direkt in NOG- M￿use transplantiert.
3.2.4. Tierexperimente
3.2.4.1. Tierhaltungsbedingungen
Tierexperimente wurden vom Regierungspr￿sidium Darmstadt genehmigt. NOD/SCID/

- Kette Knockout- M￿use (NOG- M￿use) wurden ￿ber Charles River bzw. Jackson
Mice bezogen. Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use wurden freundlicherweise von
Dr Markus Manz (Institute for Research in Biomedicine, Bellinzona) zur Verf￿gung
gestellt. Beide St￿mme wurden in der Tierhaltungsanlage des Georg-Speyer-Hauses wei-
ter gez￿chtet und nach den Richtlinien der FELASA (Federation of European Labora-
tory Animal Science Associations) gehalten. Die Zucht erfolgte in Filterdeckelk￿￿gen,
die Tiere wurden w￿hrend des Experiments in individuell bel￿fteten K￿￿gen (indivi-
dually ventilated cage = IVC) gehalten. HIV- in￿zierte Tiere sa￿en in einem seperaten
Tierraum in einem S3/ L3- Labor. Alle Tierhaltungsr￿ume wurden nur nach Anlegen
von Schutzkleidung, OP- Gesichtsmaske, Handschuhen und ￿berschuhen betreten. Die
Raumtemperatur betrug konstant 22 C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50 %
bis 60 %. Der Lichtrhythmus folgte einem wechselnden Hell- Dunkel- Intervall von 12
Stunden. Die Lichtmenge betrug 300 Lux. Die Tiere wurden mit einer Standarddi￿t
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der Firma ssni￿ (Soest) und Leitungswasser versorgt und der allgemeine Gesundheits-
zustand wurde t￿glich durch den Experimentator, das Tierp￿egepersonal, sowie durch
veterin￿rmedizinische Kontrollen ￿berwacht.
3.2.4.2. Repopulierung von M￿usen mit humanen CD34 + Blutstammzellen
Neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use wurden mit humanen CD34 +
Blutstammzellen repopuliert. Dabei wurden nur maximal 2 Tage alte Tiere verwendet.
Die M￿use wurden zun￿chst sublethal bestrahlt. Die Tiere erhielten zweimal eine Dosis
von je 2 Gy durch eine Cs- Strahlenquelle (BIOBEAM 2000) mit einem Abstand von
etwa 3- 4 Stunden dazwischen. 4- 6 Stunden nach der zweiten Bestrahlung wurden die
Tiere intrahepatisch mit humanen CD34 + Blutstammzellen transplantiert. Dabei wur-
den pro Tier zwischen 105 und 106 Zellen in 25 l PBS gespritzt. F￿r die Transplantation
wurde eine Hamilton Spritze mit einer 30- Gauge Nadel verwendet.
Ein Teil der Tiere wurde, startend zwei Wochen nach der Transplantation der humanen
Blutstammzellen, w￿chentlich mit einem Fc-IL-7 Fusionsprotein behandelt. Die Tiere
wurden mit steigenden Mengen an Fc-IL-7 Fusionsprotein (jeweils in 200 l PBS ver-
d￿nnt) intraperitoneal injiziert. Dabei wurden die folgenden Mengen verwendet:
 Woche 2 + 3 nach Transplantation ! 2 g pro Tier
 Woche 4 bis 7 nach Transplantation ! 5 g pro Tier
 ab Woche 8 nach Transplantation ! 10 g pro Tier
3.2.4.3. Repopulierung von M￿usen mit humanen CD4 + T- Zellen
Zur Repopulierung von M￿usen mit humanen CD4 + T- Zellen wurden adulte NOD/SCID/

- Kette Knockout (NOG)- M￿use verwendet. Humane T- Zellen wurden wie in Ab-
schnitt 3.2.3.9 und 3.2.3.10 beschrieben isoliert und transduziert. An Tag f￿nf nach
Isolation wurden die Zellen entweder mit HIV D117/II in￿ziert und am n￿chsten Tag
transplantiert (Infektion vor Transplantation) oder direkt in NOG- M￿use transplan-
tiert (Infektion nach Transplantation). Pro Tier wurden jeweils 5* 106 Zellen in 300 l
PBS intraperitoneal gespritzt.
3.2.4.4. Infektion von humanisierten M￿usen mit HIV
Humanisierte M￿use wurden mit HIVD117/II oder HIVNL43 in￿ziert. Dazu wurden die
Tiere unter Narkose mit dem jeweiligen Virusstock intraperitoneal injiziert. Die Injektion
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erfolgte mittels Sicherheitskan￿len (Braun￿len), so dass das Virus nicht ￿ber eine Kan￿le
injiziert werden musste.
3.2.4.5. Entnahme von Blut
Den M￿usen wurde Blut entweder aus der Schwanzvene entnommen oder durch Herz-
punktion, wenn die Maus get￿tet werden sollte.
Bei der Entnahme aus der Schwanzvene wurde der Schwanz zuerst mit einer W￿rmelam-
pe erw￿rmt, es wurde dann mit einem Skalpell in die Schwanzvene geschnitten und das
Blut wurde mit Kapillaren, die mit EDTA beschichtet waren, (Microvette r CB 300 von
Sarstedt, N￿mbrecht) aufgefangen. Auf diese Art wurden 50- 100 l Blut entnommen.
F￿r die Herzpunktion wurde die Maus mit En￿uran bet￿ubt und das Herz wurde mit
einer Spritze mit Nadel punktiert. Dabei konnte bis zu 1 ml Blut entnommen werden.
Die Spritze und das Reaktionsgef￿￿, in dem das Blut bis zur weiteren Verwendung ge-
lagert wurde, wurden vorher mit Heparin gesp￿lt. Dadurch wurde verhindert, dass das
Blut gerinnt.
3.2.4.6. T￿tung und Sektion von Tieren
Tiere wurden mit En￿uran bet￿ubt und anschlie￿end durch Genickbruch get￿tet. Je nach
Experiment wurden unterschiedliche Organe f￿r sp￿tere Analysen entnommen. Die Tie-
re wurden in R￿ckenlage ￿xiert und das Fell wurde mit 70 %igem Ethanol desin￿ziert.
Zun￿chst wurde das Fell durch einen Schnitt von caudal nach cranial entfernt ohne die
Bauchdecke zu besch￿digen. Sofern vorhanden wurden nun die Leistenlymphknoten ent-
fernt und in ein Reaktionsgef￿￿ mit PBS ￿berf￿hrt. Die Bauchdecke wurde ge￿￿net und
lymphatische Organe (mesenterische Lymphknoten, Milz) wurden entfernt. Der Thymus
wurde nach ￿￿nen des Brustkorbes entnommen. Schlie￿lich wurden Femur und Tibia
der Hinterbeine isoliert.
Aus Lymphknoten, Milz und Thymus wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt, indem
die Organe mit dem Stempel einer Spritze durch ein Zellsieb gedr￿ckt wurden. F￿r
die Knochen wurden beide Enden abgeschnitten und das Knochenmark wurden mit
einer Spritze mit Kan￿le ausgesp￿lt. Das Knochenmark wurde dann durch auf und ab
pipettieren vereinzelt und durch ein Zellsieb ￿ltriert. Eine entsprechende Menge der
Einzelzellsuspensionen wurde f￿r FACS- F￿rbungen eingesetzt.
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3.2.5. FACS
3.2.5.1. F￿rbung von Zellen
F￿r eine FACS- F￿rbung wurden 2 105 bis 1 106 Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden
entweder direkt gef￿rbt, wobei der verwendete Antik￿rper mit einem Fluoreszenzfarbsto￿
gekoppelt war, oder indirekt, wobei der erste Antik￿rper, der selbst keinen Fluoreszenz-
farbsto￿ trug, durch einen zweiten, ￿uoreszenzfarbsto￿markierten erkannt wurde.
Die Zellen wurden in ein FACS- R￿hrchen ￿berf￿hrt, 5 Minuten bei 1500 UpM bei
Raumtemperatur zentrifugiert und der ￿berstand wurde verworfen. Bei einer direkten
F￿rbung wurden zu den Zellen 0,5 bis 1 g jedes Antik￿rpers gegeben, der Reaktionsan-
satz wurde 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen inkubiert, die Zellen wurden
anschlie￿end dreimal mit FACS- Pu￿er gewaschen und f￿r die FACS- Messung in 200 l
FACS- Pu￿er oder 200l 1,5 %iges Formaldehyd in PBS zur Fixierung aufgenommen.
Bei einer indirekten F￿rbung wurde nach der Inkubation des ersten Antik￿rpers zweimal
mit FACS- Pu￿er gewaschen und dann der zweite Antik￿rper zugegeben, der wiederum
15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubierte. Danach wurde dreimal mit
FACS- Pu￿er gewaschen und die Zellen wurden f￿r die FACS- Messung auch in 200 l
FACS- Pu￿er oder 200l 1,5 %iges Formaldehyd in PBS zur Fixierung aufgenommen.
3.2.5.2. F￿rbung von Leukozyten in Blut und Organen von M￿usen und Lyse
der Erythrozyten
Wenn Leukozyten aus dem Blut angef￿rbt und im FACS analysiert werden sollten, st￿r-
ten die Erythrozyten bei der Messung. Daher wurden diese aus der Probe durch Lyse
mit der BD- Lysel￿sung entfernt.
Zu 50 l gut gemischtem Blut in einem FACS- R￿hrchen wurden 1 g des monoklonalen
Antik￿rpers 2.4G2, der an murine Fc- Rezeptoren bindet, gegeben und die Reaktions-
ans￿tze wurden f￿r 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Danach
wurden 0,5- 1 g jedes Antik￿rpers hinzugegeben, es wurde gemischt und die Reakti-
onsans￿tze wurden f￿r 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die 10 
BD- Lysel￿sung wurde 1:10 in H2O verd￿nnt. Es wurden 1 ml 1 BD- Lysel￿sung zu-
gegeben, es wurde sofort gemischt und die Reaktionsans￿tze wurden f￿r 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Reaktionsans￿tze wurden 10 Minuten bei
1500 UpM bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der ￿berstand wurde verworfen. Es wur-
de noch zweimal mit FACS- Pu￿er gewaschen und die Zellen wurden schlie￿lich in 200
l FACS- Pu￿er oder 200l 1,5 %iges Formaldehyd in PBS zur Fixierung aufgenommen.
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3.2.5.3. Intrazellul￿re F￿rbung
Um iSAVE Peptide oder p24 in Zellen nachzuweisen, wurde eine intrazellul￿re F￿rbung
mit dem FIX & PERM Kit der Firma Caltag angewendet.
F￿r jede F￿rbung wurden 1 105 bis 3 106 Zellen eingesetzt. Vor der Zugabe von
Medium A und Medium B wurden die Zellen jeweils 5 Minuten bei 1500 UpM zentrifu-
giert und die Pellets mussten vollst￿ndig von Fl￿ssigkeit befreit werden. Zur Fixierung
wurden die Zellen in 50 l Medium A resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtempe-
ratur im Dunklen inkubiert. Anschlie￿end wurden die Zellen einmal mit FACS- Pu￿er
gewaschen und in 50 l Medium B, das den jeweiligen Antik￿rper (p24- PE oder 2F5-
PE) enthielt, resuspendiert. Die Ans￿tze wurden 20 Minuten bei Raumtemperatur oder
1 Stunde bei 4C im Dunklen inkubiert, dreimal mit FACS- Pu￿er gewaschen und in
200 l FACS- Pu￿er f￿r die FACS- Messung aufgenommen.
3.2.5.4. FACS basierter Nachweis f￿r iSAVE Peptide
Die iSAVE Konzentration in Mausserum wurde mit einer kompetetiven FACS- F￿rbung
bestimmt. Der Nachweis beruht darauf, dass das iSAVE- haltige Mausserum mit einer
de￿nierten Menge an 2F5- Antik￿rper inkubiert wird. Diese Mischung wird dann ver-
wendet, um PM-1 Zellen, die maC46 exprimieren, zu f￿rben. Dabei ist das F￿rbesignal
um so geringer, je weniger freier 2F5- Antik￿rper vorhanden ist, also je h￿her die iSAVE
Konzentration ist.
In der Praxis wurden f￿r jede Probe 30 l Mausserum mit 0,1 g 2F5 in PBS in einem
Gesamtvolumen von 70 l gemischt. Als Standart wurde ein synthetisches C46 Peptid in
bekannten Konzentrationen eingesetzt. Das C46 Peptid wurde zun￿chst seriell verd￿nnt
(immer 1:1) und mit ebenfalls 30 l Mausserum pro Probe mit 0,1 g 2F5 in einem Ge-
samtvolumen von 70 l eingesetzt. Die Proben wurden f￿r 30 Minuten bei 4 C inkubiert.
Dann wurden zu jeder Probe 2 105 Zellen in 50 l FACS- Pu￿er zugegeben und die
Proben wurden wiederum 30 Minuten bei 4 C inkubiert. Die Proben wurden einmal mit
FACS- Pu￿er gewaschen und es wurden 0,5 l Sekund￿rantik￿rper (Ziege human- PE)
zugegeben. Nach 30 Minuten Inkubation bei 4 C wurden die Proben zweimal gewaschen
und schlie￿lich in 150 l FACS- Pu￿er f￿r die FACS- Messung aufgenommen.
3.2.5.5. FACS- Messungen
Im Durch￿usscytometer (FACS) k￿nnen Zellen aufgrund ihrer Gr￿￿e, Granularit￿t und
Fluoreszenz charakterisiert werden.
503. Material und Methoden
Die Zellen werden in einer Tr￿ger￿￿ssigkeit vereinzelt, so dass sie einzeln einen Laser pas-
sieren. Die verschiedenen Bestandteile des optischen Systems des FACS- Ger￿tes k￿nnen
unterschiedliche Komponenten des Licht nach dem Auftre￿en auf eine Zelle registrieren.
Ein Teil des Lichts wird nach vorne gesteut (FSC) und gibt eine Aussage ￿ber die Gr￿-
￿e der Zelle, w￿hrend das seitlich gesteute Licht (SSC) Informationen ￿ber die innere
Bescha￿enheit der Zelle (Granularit￿t) gibt. Wenn die Zelle, wie oben beschrieben, mit
Fluoreszenzfarbsto￿- markierten Antik￿rpern gef￿rbt wurde, werden diese Fluoreszenz-
farbsto￿e durch den Laser angeregt und emitieren Licht einer bestimmten Wellenl￿nge.
Verschiedene Fluoreszenzfarbsto￿e emitieren nach Anregung durch einen Laser Licht
unterschiedlicher Wellenl￿ngen. Bei dem hier verwendeten FACS- Ger￿t (FACSCalibur
von BD) konnten bis zu vier unterschiedliche Fluoreszenzfarbsto￿e gleichzeitig verwendet
werden.
F￿r eine Messung wurden die Zellen wie oben beschrieben vorbereitet und gef￿rbt. Es
wurden 5000 bis 10000 Zellen einer bestimmten Population (z.B. Lymphozyten) gemes-
sen. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm CellQuestPro oder FlowJo.
3.2.6. Konfokale Mikroskopie
Im konfokalen Mikroskop wurde die Lokalisation von p24 in HIV in￿zierten Zellkulturen
untersucht. Dazu wurden die Zellen zun￿chst wie in Kapitel 3.2.5.3 beschrieben intrazel-
lul￿r mit einem PE gekoppeltem Antik￿rper gegen das virale p24 Protein gef￿rbt. Ein
Teil der Zellen exprimierte zus￿tzlich noch GFP. Die Zellen wurden anschlie￿end mit
Hilfe einer Cytospin f￿r 2 Minuten bei 800 UpM auf Deckgl￿schen aufzentrifugiert. Die
Deckgl￿schen wurden mit einem Einbettmedium auf Objekttr￿gern ￿xiert. Anschlie￿end
wurden die Pr￿perate im konfokalen Mikroskop hinsichtlich der GFP und p24 Lokalisa-
tion in den Zellen untersucht.
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In dieser Arbeit sollte ein lentiviraler Vektor (LV-maC46-GFP), der eine membrangebun-
dene Variante (maC46) des C46 Peptids codierte, in vivo hinsichtlich seiner antiviralen
Wirksamkeit untersucht werden. Desweiteren sollten ein gammaretroviraler (RV-iSAVE)
und ein lentiviraler Vektor (LV-iSAVE), die beide ein sezerniertes C46 Peptid (iSAVE)
codieren, hinsichtlich ihrer in vivo Expression getestet werden. Ein Problem bei Tier-
modellen f￿r die HIV- Infektion ist, dass nur wenige Tierarten wie z.B. Schimpansen
erfolgreich mit HIV in￿ziert werden k￿nnen. Aber auch diese Versuch sind durch ethi-
sche Bedenken, hohe Kosten, eine mangelnde Verf￿gbarkeit von Tieren und geeigneten
Versuchseinrichtungen weiter limitiert. Daher sollten hier humanisierte Mausmodelle f￿r
die Gentherapie der HIV- Infektion etabliert werden. In diesen sollte dann der antivirale
E￿ekt von maC46 und iSAVE getestet werden. Es wurden zwei verschiedene Modelle
verwendet. Zum einen wurden immunde￿ziente Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use
mit humanen CD34+ Blutstammzellen repopuliert, so dass M￿use mit einem humanem
Immunsystem erzeugt wurden (HIS- M￿use = humanes Immunsystem- M￿use). In ei-
nem zweiten Ansatz wurden NOD/SCID/
- Kette Knockout- M￿use (NOG- M￿use) mit
humanen T- Zellen repopuliert (T- Zellmausmodell).
4.1. Testung von LV-maC46-GFP in vitro
Zun￿chst wurde der lentivirale Vektor, der die membrangebundene Variante des C46
Peptids fusioniert mit GFP (LV-maC46-GFP) codiert, in der T- Zelllinie PM-1 und
in prim￿ren humanen T- Zellen getestet, um zu sehen, ob die genmodi￿zierten Zellen
in vitro vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt sind und ob sie einen Selektionsvorteil
gegen￿ber den nicht modi￿zierten Zellen haben. Desweiteren wurde die Lokalisation des
HI- Virus in maC46-GFP/ p24 doppeltpositiven Zellen untersucht.
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4.1.1. Selektion von maC46- exprimierenden PM-1 Zellen in
vitro
Die T- Zelllinie PM-1 wurde mit LV-maC46-GFP mit einer MOI von 10 transduziert.
Die resultierende Kultur (98,5 % maC46-GFP +) wurde mit nativen PM-1 Zellen ver-
d￿nnt, so dass 16,5 % maC46-GFP + Zellen erreicht wurden. Eine H￿lfte dieser Kultur
wurde mit HIVD117/II in￿ziert, w￿hrend die andere H￿lfte nicht in￿ziert blieb. Nach der
Infektion wurden die Zellen in regelm￿￿igen Abst￿nden intrazellul￿r auf p24 gef￿rbt und
durch￿usszytometrisch hinsichtlich ihres p24 und GFP Signals untersucht. In der nicht
in￿zierten Kultur blieb der Anteil der maC46-GFP + Zellen stabil. Dagegen kam es in
der in￿zierten Kultur zu einer klaren Selektion der maC46-GFP + Zellen beginnend ab
Tag 8 nach Infektion, so dass nach 14 Tagen nur noch maC46-GFP exprimierende Zellen
￿brig waren (Abb. 4.1(a)).
Im Zeitverlauf konnte in der in￿zierten Kultur ein steigender Anteil an p24 + Zellen
beobachtet werden. An Tag 10 nach Infektion ware alle Zellen positiv f￿r p24 (Abb.
4.1(c)). In den maC46-GFP- Zellen war dies vermutlich ein Zeichen f￿r eine produktive
Infektion mit HIV. Zu diesem Zeitpunkt exprimierten allerdings auch 56,7 % der Zellen
maC46-GFP und sollten auf Grund dessen eigentlich vor einer Infektion mit HIV ge-
sch￿tzt sein. Somit stellte sich die Frage, warum Zellen doppeltpostiv f￿r maC46-GFP
und p24 sein konnten. Dieses Ph￿nomen war auch nur transient, so dass an Tag 14
nach Infektion nur noch etwa 13 % der Zellen p24 positiv waren, w￿hrend alle Zellen
maC46-GFP exprimierten.
4.1.2. HIV wird auf der Ober￿￿che von maC46- exprimierenden
Zellen gefangen, kann aber nicht in diese eindringen
Um zu sehen, ob diese p24/ maC46-GFP doppeltpositiven Zellen produktiv mit HIV
in￿ziert waren, wurde die Lokalisation des p24- Proteins in diesen Zellen im konfoka-
len Mikroskop untersucht. Dazu wurden Zellen an Tag 10 nach Infektion intrazellul￿r
mit einem PE konjugierten Antik￿rper gegen p24 gef￿rbt, auf Objekttr￿ger aufgebracht
und im konfokalen Mikroskop analysiert. Nicht in￿zierte Kulturen zeigten auch hier wie
im FACS (Abb. 4.1(b)) kein p24 Signal. Dagegen konnte in der in￿zierten Kultur f￿r
alle Zellen eine p24 F￿rbung beobachtet werden. In GFP - Zellen konnten intazellul￿r
gro￿e Mengen an p24 detektiert werden, was auf eine produktive Infektion der Zellen
mit HIV hindeutet. Im Gegensatz dazu war in den maC46-GFP + Zellen das p24 Signal
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(a) Expression von GFP
(b) Expression von GFP und p24
in nicht in￿zierten PM-1
(c) Expression von GFP und p24
in in￿zierten PM-1
Abbildung 4.1.: Selektionsvorteil von maC46-GFP exprimierenden PM-1 Zellen
nach Infektion mit HIV. PM-1 Zellen wurden mit LV-maC46-GFP transduziert. Die Zellen
wurden mit untransduzierten Zellen gemischt, so dass eine Kultur mit etwa 16 % GFP + Zellen
erzielt wurde. Eine H￿lfte der Kultur wurde mit HIVD117/II in￿ziert. Sowohl die in￿zierte als
auch die nicht in￿zierte Kultur wurden in der Folge intrazellul￿r auf p24 gef￿rbt und hinsicht-
lich ihrer p24 und GFP Expression durch￿usszytometrisch untersucht. Expression von GFP im
Zeitverlauf (A); Expression von GFP und p24 an Tag 10 in der nicht in￿zierten (B) bzw. der
in￿zierten (C) Kultur
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ausschlie￿lich auf der Zellober￿￿che lokalisiert (Abb. 4.2). Dies spricht gegen eine pro-
duktive Infektion der Zellen. Vielmehr scheinen durch die Hemmung des Viruseintritts
gebundene Viren auf der Zellober￿￿che zu akkumulieren.
Abbildung 4.2.: Lokalisation von p24 in p24/ GFP doppeltpositiven Zellen. HIV in-
￿zierte PM-1_maC46-GFP Kulturen aus Abbildung 4.1 wurden an Tag 10 nach der Infektion
intrazellul￿r auf p24 gef￿rbt, auf Objekttr￿ger aufgebracht und im konfokalen Mikroskop hin-
sichtlich ihrer p24 und GFP Lokalisation untersucht. In maC46-GFP + Zellen war das p24 Signal
ausschlie￿lich auf der Zellober￿￿che zu ￿nden, wohingegen GFP negative Zellen intrazellul￿r
positiv f￿r p24 waren. Rot = p24; gr￿n = GFP.
Mit einer weiteren Methode wurde best￿tigt, dass sich auf maC46 exprimierenden T-
Zellen das Virus ansammelt. Dazu wurden eine maC46 exprimierende T- Zelllinie oder
native Zellen mit HIV pseudotypisierten Vektorpartikeln inkubiert, nach 5 Stunden ge-
waschen und intrazellul￿r gegen p24 gef￿rbt. Hierbei konnten nur maC46 exprimierende
nicht aber native T- Zellen mit dem p24 Antik￿rper angef￿rbt werden (Abb. 4.3).
4.1.3. Selektion von maC46-GFP exprimierenden prim￿ren,
humanen T- Zellen
Als n￿chstes wurde untersucht, ob maC46-GFP auch zu einem Selektionsvorteil in HIV
in￿zierten Kulturen prim￿rer humaner T- Zellen f￿hrt. Dazu wurden humane mononu-
kle￿re Zellen aus dem Blut gesunder Spender isoliert, die CD8 + Zellen depletiert und
die verbleibenden, vorwiegend CD4 positiven Zellen mit CD3- und CD28- beschich-
teten magnetischen Partikeln und IL-2 stimuliert und mit lentiviralen Vektoren trans-
duziert. Neben LV-maC46-GFP wurde als Negativkontrolle ein lentiviraler Vektor, der
ausschlie￿lich f￿r GFP codiert (LV-GFP) verwendet. Die Zellen wurden hierbei zu 80
% (LV-maC46-GFP) bzw. 57 % (LV-GFP) transduziert. An Tag 5 nach der Transduk-
tion wurden die Zellen mit nicht transduzierten CD8 depletierten T- Zellen verd￿nnt,
um Kulturen mit etwa 10 % GFP+ Zellen zu erzeugen (9,5 % f￿r LV-maC46-GFP und
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Abbildung 4.3.: Bindung von HIV pseudotypisierten Viren an maC46 exprimieren-
de T- Zellen. Eine CD4+/ CCR5+ T- Zelllinie (A3) wurde zu ￿ber 95 % mit LV-maC46
transduziert. maC46 exprimierende Zellen oder native Zellen wurden mit HIV pseudotypisier-
ten Vektorpartikeln inkubiert. Nach f￿nf Stunden wurden die Zellen gewaschen, intrazellul￿r
auf p24 gef￿rbt und durch￿usszytometrisch analysiert.
12,1 % f￿r LV-GFP). Eine H￿lfte der Kultur wurde dann jeweils mit HIV D117/II, ei-
nem dualtropen, prim￿ren HIV Isolat, in￿ziert, w￿hrend die andere H￿lfte nicht in￿ziert
blieb. Am n￿chsten Tag wurden die Zellen gewaschen und in Triplikaten in frischem
Medium ausges￿t. Die Zellen wurden ￿ber einen Zeitraum von 31 Tagen regelm￿￿ig auf
die Expression von CD4 und GFP durch￿usszytometrisch analysiert (Abb. 4.4).
In beiden nicht in￿zierten Kontrollans￿tzen blieb der Anteil an CD4 + T- Zellen ￿ber den
gesamten Beobachtungszeitraum hoch (an Tag 31 86 % f￿r LV-maC46-GFP und 77 %
f￿r LV-GFP). F￿r die beiden in￿zierten Kulturen kam es zu einem deutlichen Abfall der
CD4+ Zellen (Abb. 4.4(a)). Die in￿zierte LV-maC46-GFP Kultur stabilisierte sich bei
etwa 50 % CD4+ Zellen, w￿hrend in der in￿zierten LV-GFP Kultur die CD4 + Zellen
nahezu komplett verloren gingen, so dass an Tag 31 fast nur noch CD4 - Zellen in der
Kultur vorhanden waren. Parallel dazu kam es in der in￿zierten LV-maC46-GFP Kultur
zu einer klaren Selektion der Transgenpositiven Zellen, sowohl was den Anteil dieser
(Abb. 4.4(b)) als auch was die Expressionsst￿rke des Transgens (Abb. 4.4(c)) anging. In
allen drei anderen Kulturen blieb der Anteil der transgenpositiven Zellen relativ stabil
bzw. nahm leicht ab.
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(a) Expression von CD4 (b) Expression von GFP
(c) Expressionsst￿rke von GFP (d) Legende
Abbildung 4.4.: Selektionsvorteil von maC46-GFP exprimierenden, prim￿ren huma-
nen T- Zellen nach Infektion mit HIV. Humane CD8 depletierte PBMC wurden entweder
mit LV-GFP () oder mit LV-maC46-GFP (N) transduziert. An Tag 5 nach der Transdukti-
on wurden die Zellen so mit nicht- transduzierten Zellen verd￿nnt, dass Mischungen mit 10 %
GFP+ erzielt wurden. Diese Kulturen mit dem HIV Stamm D117/II in￿ziert und in Triplikaten
f￿r 31 nach der Infektion verfolgt. (A) Expression von CD4; (B) Expression von GFP innerhalb
der CD4+ Zellen; (C) Expressionsst￿rke von GFP innerhalb der CD4 + Zellen.
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4.2. Humanes Immunsystem- Mausmodell
F￿r das humane Immunsystem- Mausmodell (HIS- Mausmodell) wurden neugeborene
Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use mit humanen CD34 + Blutstammzellen repopu-
liert. Dazu wurden die CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut aufgereinigt, mit lentiviralen
Vektoren transduziert und in neugeborene, sublethal bestrahlte M￿use intrahepatisch
transplantiert. Der Vorteil an diesem Modell ist, dass die M￿use in der Folge nicht nur
humane CD4+ T- Zellen, sondern ein breites Spektrum an humanen Immunzellen, bilden
(z.B. T- Helferzellen, cytotoxische T- Zellen, B- Zellen, dentritische Zellen, Monozyten
[139]. Au￿erdem entwickeln die Tiere in diesem Modell keine GvHD (Graft versus Host
Disease), da die humanen T- Zellen in diesem Modell ￿ber den murinen Thymus reifen
und dabei gegen autoreaktive Zellen selektioniert wird. Im Gegensatz dazu kommt es
im T- Zellmodell (Kapitel 4.3) zu einer Xenoreaktivit￿t der transplantierten humanen
Zellen gegen die Empf￿ngermaus, die die Beobachtungszeit der Tiere limitiert.
4.2.1. Entwicklung humaner CD4 + T- Zellen
In einem humanisierten Mausmodell f￿r die HIV- Infektion ist es entscheidend, dass sich
in den M￿usen eine stabile Population an humanen CD4 + Zellen, den Zielzellen von
HIV, entwickelt, damit die Tiere erfolgreich mit HIV in￿ziert werden k￿nnen. Zun￿chst
sollte daher untersucht werden, ob und in welchem Ma￿e HIS- M￿use die Entwicklung
humaner CD4+ T- Zellen aus Stammzellen erm￿glichen.
Um den zeitlichen Verlauf der humanen Tymopoese zu verfolgen, wurden M￿use zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Transplantation analysiert. Eine HIS- Maus wurde
fr￿h, 8 Wochen, nach Transplantation get￿tet und verschiedene h￿matopoetische Or-
gane (Blut, Thymus und Lymphknoten) wurden hinsichtlich der Menge an humanen
Immunzellen, die sich in diesen Organen gebildet hatten, untersucht (Abb. 4.5). Der
gr￿￿te Anteil humaner CD43+ Leukozyten konnte im Thymus mit ￿ber 80 % detek-
tiert werden (Abb. 4.5(a)). Im Blut waren es mit etwa 16 % deutlich weniger (Abb.
4.5(d)) und im Lymphknoten waren nahezu keine humanen CD43 + Zellen vorhanden
(Abb. 4.5(f)). CD43 wird auf allen Leukozyten au￿er B- Zellen exprimiert. Innerhalb
der human CD43+ Thymozyten waren gut die H￿lfte der Zellen CD3 + T- Zellen (Abb.
4.5(b)), die wiederum beinahe alle doppeltpositiv f￿r humanes CD4 und humanes CD8
waren, also einen unreifen Ph￿notyp zeigten (Abb. 4.5(c)). Dementsprechend konnten
im Blut keine humanen CD3+ T- Zellen gefunden werden (Abb. 4.5(e)).
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(a) Expression von human
CD43 im Thymus
(b) Expression von human
CD3 innerhalb der CD43+
Thymozyten
(c) Expression von human
CD4 und CD8 innerhalb
der CD43+ und CD3+
Thymozyten
(d) Expression von human
CD43 im Blut
(e) Expression von human
CD3 innerhalb der CD43+
Blutzellen
(f) Expression von human
CD43 im Lymphknoten
Abbildung 4.5.: HIS- Maus 8 Wochen nach Transplantation humaner Blutstammzel-
len. Humane CD34+ Blutstammzellen aus Nabelschnurblut wurden in neugeborene Rag-2/
-
Kette Doppelknockout- M￿use transplantiert. 8 Wochen nach Transplantation wurde eine Maus
get￿tet. Zellen aus Blut, Thymus und Lymphknoten wurden mit Antik￿rpern gegen humane
Ober￿￿chenrezeptoren (CD43, CD3, CD4, CD8) gef￿rbt und duch￿usszytometrisch analysiert.
Expression von human CD43 in Thymus (A), Blut (D) und Lymphknoten (F); Expression von
human CD3 in den human CD43+ Zellen in Thymus (B) und Blut (E); Expression von human
CD4 und CD8 innerhalb der human CD43 und CD3 positiven Zellen im Thymus (C).
F￿r eine weitere HIS- Maus wurden sp￿t, 6 Monate, nach der Transplantation Blut,
Thymus, Milz und Lymphknoten auf das Vorhandensein humaner Immunzellen hin ana-
lysiert (Abb. 4.6).
Auch hier bestand der Thymus wieder wie schon bei dem Tier, das fr￿h nach Transplan-
tation analysiert worden war, nahezu ausschlie￿lich aus humanen Zellen (Abb. 4.6(a)).
Im Lymphknoten dieser Maus waren ebenfalls der Gro￿teil der Zellen humane CD45 +
Leukozyten (Abb. 4.6(g)), w￿hrend in Blut und Milz mit etwa 17 % bzw. 48 % deutlich
weniger humane Zellen gefunden werden konnten (Abb. 4.6(c) und 4.6(e)). CD45 ist
ein Marker, der auf allen humanen Leukozyten exprimiert wird. Innerhalb der humanen
Thymozyten konnten neben CD4/ CD8 doppeltpositiven T- Zellen auch einfachpositive
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(a) Expression von human
CD45 im Thymus
(b) Expression von human
CD4 und CD8 innerhalb
der CD45+ Thymozyten
(c) Expression von human
CD45 im Blut
(d) Expression von human
CD4 und CD8 innerhalb
der CD45+ Blutzellen
(e) Expression von human
CD45 in der Milz
(f) Expression von human
CD4 und CD8 innerhalb
der CD45+ Milzzellen
(g) Expression von human
CD45 im Lymphknoten
(h) Expression von human
CD4 und CD8 innerhalb
der CD45+ Lymphknoten-
zellen
Abbildung 4.6.: HIS- Maus 6 Monate nach Transplantation humaner Blutstammzel-
len. Humane CD34+ Blutstammzellen aus Nabelschnurblut wurden in neugeborene Rag-2/
-
Kette Doppelknockout- M￿use transplantiert. 6 Monate nach Transplantation wurde eine Maus
get￿tet. Zellen aus Blut, Milz, Thymus und Lymphknoten wurden mit Antik￿rpern gegen hu-
mane Ober￿￿chenrezeptoren (CD45, CD4, CD8) gef￿rbt und duch￿usszytometrisch analysiert.
Expression von human CD45 in Thymus (A), Blut (C), Milz (E) und Lymphknoten (G); Ex-
pression von human CD4 und CD8 innerhalb der human CD45+ Zellen in Thymus (B), Blut
(D), Milz (F) und Lymphknoten (H).
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T- Zellen nachgewiesen werden, etwa 26 % f￿r CD4 und 6 % f￿r CD8 (Abb. 4.6(b)).
Auch in Blut, Milz und Lymphknoten waren einfachpositive T- Zellen vorhanden, wobei
in allen drei Organen wie schon im Thymus mehr CD4 + als CD8+ T- Zellen detektiert
werden konnten (Abb. 4.6(d), 4.6(f) und 4.6(h)). In der Peripherie konnten im Gegensatz
zum Thymus keine doppeltpositiven, unreifen T- Zellen gefunden werden.
Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use haben einen Defekt in der Entwicklung reifer
B- und T- Zellen, wodurch Thymus und Lymphknoten nur sehr rudiment￿r ausgebildet
und kaum sichtbar sind. HIS- M￿use entwickelten nach Repopulierung mit humanen
Lymphozyten einen deutlich sichtbaren Thymus und zum Teil auch Lymphknoten. Ab-
bildung 4.7 zeigt exemplarisch Bilder der Thymi von zwei HIS- M￿usen 19 bzw. 29
Wochen nach Transplantation der humanen Blutstammzellen.
Abbildung 4.7.: Exemplarische Fotos der Thymi von HIS- M￿usen. Humane CD34+
Blutstammzellen aus Nabelschnurblut wurden in neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout-
M￿use transplantiert. 19 (links) bzw. 29 Wochen nach Transplantation (rechts) wurden M￿use
geopfert. Der Thymus der M￿use wurde pr￿pariert und fotogra￿ert. In nicht transplantierten
Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use entsprechenden Alters ist der Thymus auf Grund des
T- Zelldefekts deutlich kleiner und kaum sichtbar.
Innsgesamt konnte gezeigt werden, dass HIS- M￿use nach der Repopulierung mit huma-
nen CD34+ Blutstammzellen humane, reife CD4+ T- Lymphozyten ausbilden, was eine
Grundvoraussetzung f￿r eine erfolgreiche Infektion der M￿use mit HIV war. Allerdings
ben￿tigt die Ausbildung humaner T- Lymphozyten mehr als 2 Monate.
4.2.2. Repopulierung von HIS- M￿usen mit LV-maC46-GFP
transduzierten CD34+ Zellen
Im n￿chstem Schritt wurden die humanen CD34 + Zellen vor der Transplantation mit
dem lentiviralen Vektor LV-maC46-GFP transduziert. Die Zellen wurden etwa 6 Stun-
den nach der Transduktion transplantiert. Ein kleiner Teil der Zellen wurde dabei in
vitro in Kultur behalten und f￿r einige Tage weiter kultiviert, um sp￿ter die Transduk-
tionse￿zienz messen zu k￿nnen. Abbildung 4.8 zeigt die Transduktionse￿zienz f￿r zwei
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CD34 Pr￿parationen nach Transduktion mit LV-maC46-GFP. Die Abbildung 4.8(c) zeigt
au￿erdem den Anteil der humanes CD34 exprimierenden Zellen. Dabei ist zu ber￿ck-
sichtigen, dass es sich nicht um die CD34 Expression im Transplantat handelte, sondern
um die der Zellen nach 4- 7 Tagen in vitro Kultur. Ein hoher Anteil der Population
zeigte CD34 Expression, also Stammzellcharakter (Abb. 4.8(c)). Da die Zellen direkt
nach der Aufreinigung zu ￿ber 95 % CD34 + waren, sollte im Transplantat (nach nur
etwa 6 Stunden in vitro Kultur) auch ein sehr hoher Anteil an Stammzellen enthalten
gewesen sein.
(a) Transduktionse￿zienz
des CD34 Pr￿parats
CB-B1
(b) Transduktionse￿zienz
des CD34 Pr￿parats
CB-J36 (c) Expression von human CD34
Abbildung 4.8.: CD34 Pr￿parate nach Transduktion mit LV-maC46-GFP. Humane
CD34+ Blutstammzellen wurden aus humanem Nabelschnurblut aufgereinigt und mit LV-
maC46-GFP transduziert. Die Zellen wurden etwa 6 Stunden nach der Transduktion in neu-
geborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use transplantiert. Ein kleiner Teil der Zellen
wurde in Kultur behalten, nach wenigen Tagen mit einem Antik￿rper gegen humanes CD34
gef￿rbt und druch￿usszytometrisch hinsichtlich ihrer GFP und human CD34 Expression unter-
sucht. Transduktionse￿zienz des CD34 Pr￿parats CB-B1 (A) und CB-J36 (B); Expression von
human CD34 in beiden Pr￿parationen (C).
Abbildung 4.9 zeigt die Repopulierung mit humanen Lymphozyten der M￿use, die mit
den in Abildung 4.8 gezeigten, transduzierten CD34 + Zellpr￿perationen transplantiert
wurden. Die Transduktionse￿zienz f￿r CB-J34 (CB f￿r Cord Blood) ist nicht gezeigt,
war aber mit den beiden anderen Transplantaten CB-B1 und CB-J36 vergleichbar. Mit
dem CD34 Pr￿parat CB-B1 wurde eine Maus (AD-CB-B1-w), mit CB-J34 zwei M￿use
(AD-CB-J34-m und AD-CB-J34-w) und mit CB-J36 4 M￿use (AE-CB-J36-m1, -m2, -w1
und -w2) transplantiert. Die M￿use AD-CB-B1-w, AD-CB-J34-m und AD-CB-J34-w
stammten aus einem Wurf und die ￿brigen 4 Tiere aus einem zweiten. 12 bis 14 Wochen
nach der Transplantation wurde den Tieren Blut entnommen und auf die Repopulierung
mit humanen CD45+ Leukozyten, CD4+ T- Zellen und die Expression der Transgens
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maC46-GFP hin untersucht (Abb. 4.9).
Abbildung 4.9.: Expression von human CD45, human CD4 und maC46-GFP im Blut
von HIS- M￿usen. Humane CD34+ Blutstammzellen aus Nabelschnurblut wurden mit LV-
maC46-GFP transduziert und in neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use trans-
plantiert. 12 bis 14 Wochen nach der Transplantation wurde den M￿usen Blut entnommen, mit
Antik￿rpern gegen humane Ober￿￿chenmarker (CD45 und CD4) gef￿rbt und durch￿usszyto-
metrisch analysiert. Die Gra￿k zeigt den Anteil human CD45+ Zellen im Blut der M￿use (n),
den der human CD4+ Zellen innerhalb der CD45+ Population (n) und den der maC46-GFP+
Zellen innerhalb der CD4+ Population (n).
Im Blut aller 7 M￿use konnten humane Lymphozyten detektiert werden (rote Balken
in Abb. 4.9). Allerdings variierte der Anteil der humanen Zellen sehr stark (von unter
1 bis ￿ber 30 %). Dieses Ph￿nomen wurde auch in weiteren Experimenten im HIS-
Mausmodell beobachtet. Innerhalb der humanen CD45 + Leukozytem wurden zwischen
22 und 72 % humane CD4+ T- Zellen gefunden (gelbe Balken in Abb. 4.9). Obwohl die
Transduktionse￿zienz f￿r alle drei Transplantate vergleichbar gewesen war (50- 60 %),
schwankte der Anteil an genmodi￿zierten Zellen innerhalb der humanen CD4 + T- Zellen
im Blut der M￿use sehr stark (2- 97 %, blaue Balken in Abb. 4.9). Auch f￿r Tiere aus
dem gleichen Wurf, die mit der selben CD34 Pr￿paration transplantiert worden waren,
wurden sehr unterschiedliche Ergebnisse in Bezug auf die Humanisierung erzielt (z.B.
Maus AD-CB-J34-m verglichen mit AD-CB-J34-w oder AE-CB-J36-m1 verglichen mit
AE-CB-J36-w1). Dies spricht f￿r eine oligoklonale Repopulierung.
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4.2.3. Infektion mit HIV
Die Tiere AD-CB-B1-w, AE-CB-J36-m1 und AE-CB-J36-m2 wurden 12- 14 Wochen
nach der Transplantation der humanen Zellen mit HIV D117/II in￿ziert, w￿hrend die bei-
den M￿use AE-CB-J36-w1 und AE-CB-J36-w2 als Kontrolle nicht in￿ziert blieben. Das
Tier AD-CB-J34-m musste mit 14 Wochen auf Grund eines Infekts get￿tet werden und
das Tier AD-CB-J34-w wurde aus dem weitern Versuch ausgeschlossen, da die Humani-
sierung hier sehr niedrig war (unter 1 % im peripheren Blut).
Abbildung 4.10 zeigt noch einmal exemplarisch die Humanisierung f￿r jeweils eine Maus
aus der in￿zierten (AD-CB-B1-w) bzw. der nicht in￿zierten Gruppe (AE-CB-J36-w2)
vor der HIV- Infektion. In beiden Tieren war deutlich eine Population an humanen CD4 +
T- Lymphozyten sichtbar (Abb. 4.10(b) und 4.10(d)).
F￿r die beiden nicht in￿zierten Tiere blieb diese CD4 + Zellpopulation, genau wie auch die
humanen Zellen generell, ￿ber einen Zeitraum von mehreren Wochen konstant, w￿hrend
es f￿r alle drei in￿zierten Tiere zu einer Depletion der humanen CD4 + T- Zellen kam
(Abb. 4.11(b)). Zu sp￿teren Zeitpunkten waren in den in￿zierten M￿usen auch keine
humanen CD4- Zellen mehr zu ￿nden (Abb. 4.11(c)). ˜hnliche Ergebnisse wurden auch
in allen anderen Infektionsversuchen mit HIS- M￿usen beobachtet.
Parallel mit der Depletion der CD4 + T- Zellen konnte HIV- RNA im Serum der M￿use
detektiert werdem (Abb. 4.11(d)). Es kam also zu einer produktiven Replikation von
HIV in den humanisierten HIS- M￿usen als Folge derer die humanen CD4 + T- Zellen
in den Tieren depletiert wurden. Nach dem Verlust der humanen CD4 + T- Zellen ging
auch die Virusreplikation wieder zur￿ck.
Trotz der Replikation von HIV in HIS- M￿usen und der daraus resultierenden Depletion
von CD4+ T- Zellen, konnte in keiner Maus eine eindeutige Anreicherung der genmodi-
￿zierten, maC46-GFP exprimierenden Zellen beobachtet werden. Allerdings zeigten die
Tiere auch keine T- Zellhomeostase. Es kam nach der Depletion der CD4 + T- Zellen
nicht wieder zu einer Repopulierung der Tiere durch Proliferation der verbleibenden
CD4+ T- Zellen.
644. Ergebnisse
(a) Expression von human
CD45 im Blut von Maus
AD-CB-B1-w
(b) Expression von human
CD4 im Blut von Maus
AD-CB-B1-w
(c) Expression von human
CD45 im Blut von Maus
AE-CB-J36-w2
(d) Expression von human
CD4 im Blut von Maus
AE-CB-J36-w2
Abbildung 4.10.: Expression von human CD45 und human CD4 im Blut von HIS-
M￿usen vor HIV Infektion. HIS- M￿use wurden durch Transplantation von humanen
CD34+ Blutstammzellen in neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use erzeugt. 12
bis 14 Wochen nach der Transplantation wurde den M￿usen Blut entnommen, mit Antik￿rpern
gegen humanes CD45 und CD4 gef￿rbt und druch￿usszytometrisch untersucht. Expression von
human CD45 im Blut (A) und (C); Expression von human CD4 innerhalb der humanen Leu-
kozytenpopulation im Blut (B); Viruslast im Serum der Tiere (D).
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(a) Expression von human
CD45 im Blut von Maus
AD-B1 20 Tage nach Infek-
tion
(b) Expression von human
CD4 im Blut von Maus
AD-B1 20 Tage nach Infek-
tion
(c) Expression von human
CD45 im Blut von Maus
AD-B1 63 Tage nach Infek-
tion
(d) Viruslast im Serum
Abbildung 4.11.: Expression von human CD45 und human CD4 im Blut einer HIS-
Maus nach HIV Infektion. HIS- M￿use wurden mit HIVD117/II in￿ziert. Nach der Trans-
plantation wurde den M￿usen Blut entnommen, mit Antik￿rpern gegen humanes CD45 und
CD4 gef￿rbt und druch￿usszytometrisch untersucht. Expression von human CD45 im Blut 20
bzw. 63 Tage nach Infektion (A) und (C); Expression von human CD4 innerhalb der humanen
Leukozytenpopulation im Blut (B) und (D).
664. Ergebnisse
4.2.4. Ein￿uss von IL-7 auf die Repopulierung von HIS- M￿usen
mit humanen Lymphozyten
IL-7 ist ein f￿r die T- Zellentwicklung wichtiges Cytokin [32] [144] [145]. Es wurde be-
schrieben, dass die w￿chentliche Injektion eines Fc-IL-7 Fusionsproteins die Entwicklung
von humanen T- Zellen in erwachsenen NOG M￿usen nach Transplantation mit h￿ma-
topoetischen Stammzellen f￿rdert [133]. Daher wurde in einem n￿chsten Experiment
(Abb. 4.12) untersucht, ob Fc-IL-7 auch einen positiven Ein￿uss auf die Humanisierung
von neugeborenen Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿usen mit humanen CD34 + Zel-
len hat. Dabei war insbesondere interessant, ob sich die Menge an humanen CD4 + T-
Zellen im Blut der Tiere durch eine Behandlung dieser mit dem Fc-IL-7 Fusionspro-
tein unterschied. F￿r die Studie von Shultz und Kollegen wurden die Blutstammzellen
aus dem peripheren Blut gesunder Spender nach Mobilisierung mit G-SCF isoliert. Dies
stellt einen wesentlichen Unterschied zu den hier beschriebenen Experimenten dar. In
der vorliegenden Arbeit wurden alle Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use mit Blut-
stammzellen aus Nabelschnurblut repopuliert. Auf der einen Seite sind zwar weniger
Stammzellen aus Nabelschnurblut im Vergleich zu peripheren Stammzellen n￿tig, um
Tiere erfolgreich zu repopulieren, aber die Menge an Stammzellen, die aus einer Nabel-
schnur gewonnen werden kann, ist nat￿rlich auch stark limitiert. Daher konnten die im
Folgenden beschriebenen Tiere nicht alle mit dem gleichen Stammzellpr￿parat repopu-
liert werden.
Drei W￿rfe neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use (insgesamt 14 Tiere)
wurden mit humanen CD34+ Zellen transplantiert. Eine H￿lfte der Tiere (n = 8) wurde
startend zwei Wochen nach der Transplantation der humanen Stammzellen w￿chentlich
intraperitoneal mit Fc-IL-7 injiziert, w￿hrend die andere H￿lfte der Tiere (n = 6) unbe-
handelt blieb. 12 bis 16 Wochen nach der Transplantation wurde untersucht, ob humane
Leukozyten und CD4+ T- Zellen vorhanden waren.
Abbildung 4.12 zeigt, dass der Anteil an humanen Zellen in diesem Experiment allgemein
gering war. Es konnte allerdings kein signi￿kanter Unterschied zwischen Fc-IL-7 behan-
delten Tieren (blaue Quadrate in Abb. 4.12 und unbehandelten Tieren (rote Kreise in
Abb. 4.12) festgestellt werden, sowohl den Anteil der humanen CD45 + Leukozyten als
auch den der humanen CD4+ T- Zellen innerhalb der humanen Leukozytenpopulation
betre￿end. Allerdings gab es auch in diesem Experiment wieder starke Schwankungen
in der Repopulierung der Tiere, so dass eine endg￿lige Bewertung des Ein￿usses von
Fc-IL-7 schwierig bleibt.
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Abbildung 4.12.: Expression von human CD45 und human CD4 im Blut von HIS-
M￿usen mit und ohne Fc-IL-7 Behandlung. Humane CD34+ Blutstammzellen aus Na-
belschnurblut wurden mit LV-maC46-GFP transduziert und in neugeborene Rag-2/
- Kette
Doppelknockout- M￿use transplantiert. Startend zwei Wochen nach der Transplantation wurde
eine H￿lfte der Tiere w￿chentlich mit einem Fc-IL-7 Fusionsprotein intraperitoneal injiziert. 12
bis 16 Wochen nach der Transplantation wurde den M￿usen Blut entnommen, mit Antik￿r-
pern gegen humane Ober￿￿chenmarker (CD45 und CD4) gef￿rbt und durch￿usszytometrisch
analysiert. Die Gra￿k zeigt den Anteil human CD45+ Zellen und den der human CD4+ Zellen
innerhalb der CD45+ Population mit (n) und ohne Fc-IL-7 Behandlung (n).
4.3. T- Zellmausmodell
Im T- Zellmausmodell wurden humane, prim￿re T- Zellen in immundefekte NOD/SCID/ 
-
Kette Knockout- M￿use (NOG- M￿use) transplantiert. Dazu wurden humane PBMC aus
dem peripheren Blut gesunder Spender isoliert, die CD8 + T- Zellen depletiert, die ver-
bleibenden Zellen mit CD3-/ CD28- beschichteten magnetischen Partikeln und IL-2
in Kultur genommen und mit lentiviralen Vektoren transduziert. An Tag 5 nach Isola-
tion wurden die Zellen hinsichtlich ihrer Transduktionse￿zienz durch￿usszytometrisch
untersucht. Danach wurden die Zellen entweder in vitro mit HIVD117/II in￿ziert und am
n￿chsten Tag transplantiert (Abschnitt 4.3.1.1) oder die Tiere wurden mit nicht in￿-
zierten Zellen repopuliert und nach zwei Wochen mit HIV D117/II durch intraperitoneale
Injektion in￿ziert (Abschnitt 4.3.1.2).
Der Nachteil dieses Modells gegen￿ber dem HIS- Mausmodell (Kapitel 4.2) ist, dass im
T- Zellmausmodell nur T- Zellen transplantiert werden. Es sind hier also keine anderen
Arten von Immunzellen in den Tieren zu ￿nden, die eventuell auch einen Ein￿uss auf
den Infektionsverlauf haben k￿nnten und eine Situation, die der in einem HIV- in￿zier-
ten Patienten n￿her ist, scha￿en k￿nnten. Da humane, reife Immunzellen in die Tiere
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transplantiert werden, die nicht ￿ber den Thymus der M￿use selektioniert worden sind,
kommt es zu einer Xenoreaktivit￿t der Zellen gegen die M￿use (GvHD). Diese Xeno-
reaktivit￿t limitiert die Beobachtungszeit im T- Zellmausmodell auf 6- 7 Wochen nach
Transplantation der humanen Zellen.
4.3.1. Test der antiviralen Wirksamkeit von maC46 im T-
Zellmausmodell
4.3.1.1. Infektion mit HIVD117/II vor Transplantation
In einem ersten Experiment wurden humane, prim￿re CD4 + T- Zellen mit LV-GFP
oder mit LV-maC46-GFP transduziert und an Tag 5 nach Transduktion auf die Trans-
genexpression hin untersucht (Abb. 4.14). Die Transduktionse￿zienz lag bei 12 bzw.
19 % und war f￿r beide Ans￿tze somit in einem vergleichbaren Bereich, in dem von nur
einer Integration pro Zelle auszugehen war. Vor der Transduktion waren die CD8 + Zel-
len depletiert worden. Die E￿zienz der Depletion war sehr hoch, so dass in der Kultur
nach der Aufreinigung deutlich unter 1 % CD8 + Zellen enthalten waren (Abb. 4.13).
￿blicherweise waren im Transplantat nahezu ausschlie￿lich CD4 + T- Zellen enthalten.
F￿nf Tage nach der Transduktion wurde jeweils die H￿lfte der Kultur in vitro mit
HIVD117/II in￿ziert. Am n￿chsten Tag wurden die Zellen gewaschen und in NOG- M￿use
injiziert. F￿r die beiden Gruppen LV-maC46-GFP und LV-GFP wurden jeweils 4 Tiere
mit in￿zierten Zellen und 5 Tiere mit nicht in￿zierten Zellen transplantiert. Die Tiere
wurden ￿ber einen Zeitraum von 34 Tagen nach Transplantation/ Infektion beobachtet.
Gegen Ende des Versuchszeitraums zeigten die Tiere Anzeichen einer schweren GvHD
(Gewichtsverlust, entz￿ndete Augen, schuppige Haut) und mussten daher an Tag 34
get￿tet werden.
In den Tieren, die mit nicht in￿zerten Zellen transplantiert worden waren, kam es im
Verlauf der Zeit zu einem stetigen Anstieg der Gesamtmenge an humanen CD4 + T-
Zellen innerhalb der wei￿en Blutzellen, so dass zu Versuchsende 56 bzw. 75 % aller Zellen
humane CD4+ T- Zellen waren (Abb. 4.15(a)). Die mit in￿zierten Zellen transplantierten
M￿use zeigten dagegen nur eine anf￿ngliche Repopulierung auf unter 1 % humane CD4 +
T- Zellen (im Durchschnitt 0,47 % f￿r LV-maC46-GFP bzw. 0,28 % f￿r LV-GFP) bis
etwa zwei Wochen nach Transplantation (Abb. 4.15(a)). Danach blieben die CD4 + T-
Zellen konstant bzw. nahmen leicht ab (an Tag 34 0,47 % f￿r LV-maC46-GFP und 0,11
% f￿r LV-GFP). Unterschiede zwischen den beiden in￿zierten Gruppen waren allerdings
sehr gering und erreichten keine Signi￿kanz.
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(a) Vor CD8- Depletion (b) Nach CD8- Depletion
Abbildung 4.13.: Expression von CD4 und CD8 vor und nach CD8- Depletion in
humanen PBMC. Humane PBMC wurden aus Bu￿y Coats isoliert und CD8+ Zellen wur-
den mit Miltenyi Beads depletiert. Vor und nach der Depletion wurde ein Aliquod der Zellen
mit Antik￿rpern gegen human CD3, CD4 und CD8 gef￿rbt und durch￿usszytometrisch unter-
sucht. Expression von CD4 und CD8 innerhalb der CD3+ Population vor (A) und nach der
Aufreinigung (B).
(a) T- Zellen transduziert
mit LV-GFP
(b) T- Zellen transduziert
mit LV-maC46-GFP
Abbildung 4.14.: Transplantat f￿r T- Zellmausmodell. Humane PBMC wurden aus Bu￿y
Coats isoliert und CD8+ Zellen wurden mit Miltenyi Beads depletiert. Die Zellen wurden danach
mit CD3-/ CD28- beschichteten magnetischen Partikeln und IL-2 in Kultur genommen und
an Tag 0 mit LV-maC46-GFP oder LV-GFP transduziert. An Tag 5 wurden die T- Zellen
hinsichtlich ihrer GFP Expression durch￿usszytometrisch untersucht. Transduktionse￿zienz
f￿r T- Zellen transduziert mit LV-GFP (A) bzw. LV-maC46-GFP (B).
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Der Anteil an genmodi￿zierten GFP+ Zellen blieb f￿r die in￿zierte und die nicht in￿zier-
te LV-GFP Gruppe und die nicht in￿zierte LV-maC46-GFP Gruppe ￿ber den gesamten
Beobachtungszeitraum nahezu konstant (Abb. 4.15(b)). Im Gegensatz dazu kam es f￿r
die in￿zierte LV-maC46-GFP Gruppe zun￿chst zu einer klaren Zunahme der maC46-
GFP exprimierenden CD4+ T- Zellen (60 %  13 % an Tag 20). An Tag 14 und 20
waren die Unterschiede der Transgenexpression innerhalb der CD4 + T- Zellen zwischen
der in￿zierten LV-maC46-GFP Gruppe und den drei anderen Gruppen signi￿kant (un-
gepaarter, zweiseitiger T- Test, LV-maC46-GFP in￿ziert gegen nicht in￿ziert p- Wert
0,0102 bzw. 0,0061). In der Folge (Tag 27 und 34) nahm der Anteil der GFP + Zellen
innerhalb der CD4+ T- Lymphozyten wieder leicht ab (39 %  11 % an Tag 27 und 38 %
 14% an Tag 34). An Tag 27 und 34 waren die Unterschiede der Transgenexpression
innerhalb der CD4 + T- Zellen zwischen in￿zierter und nicht in￿zierter LV-maC46-GFP
Gruppe nicht mehr signi￿kant (p- Wert 0,1 bzw. 0,14).
Die CD4+ T- Zell- Depletion in allen mit in￿zierten Zellen transplantierten M￿usen
und die Anreicherung der maC46-GFP+ CD4+ T- Zellen wurden o￿ensichtlich durch
eine produktive Replikation von HIV in den M￿usen hervorgerufen. Im Serum dieser
8 Tiere konnte mit einer RT-PCR ein Anstieg der HIV RNA detektiert werden (Abb.
4.15(c)). An Tag 14 wurden Maximalwerte mit etwa 10 5 HIV RNA Kopien pro ml
Mausserum erreicht. Danach kam es bis Versuchsende wieder zu einer Abnahme der
HIV Genome im Serum (103- 104 Kopien/ ml). Im Gegensatz dazu konnte im Serum
von nicht in￿zierten Kontrollm￿usen keine HIV RNA nachgewiesen werden. Es konnten
allerdings keine Unterschiede in der Viruslast im Serum der Tiere zwischen den beiden
Transgenen GFP und maC46-GFP beobachtet werden.
Der Nachteil in diesem Experiment ist, dass sich in den in￿zierten Tieren zu keinem
Zeitpunkt eine stabile Population an CD4 + T- Zellen etablieren konnte. In allen in￿zier-
ten Tieren blieben die humanen CD4+ T- Zellen unter 1 % der gesamten Leukozyten
im Blut der Maus. Daher sollte im n￿chsten Schritt getestet werden, ob es auch m￿glich
ist, die Tiere nach der Repopulierung mit humanen T- Zellen durch intraperitoneale
Injektion des Virus zu in￿zieren. Ein weiterer Vorteil bei dieser ˜nderung w￿re, dass
die HIV Infektion nicht in vitro, sondern in vivo erfolgt, also das Modell einen Schritt
weniger arti￿ziell wird.
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(a) Expression von human CD4
(b) Expression von GFP innerhalb der huma-
nen CD4+ Zellen
(c) Viruslast im Serum (d) Legende
Abbildung 4.15.: ￿berlebensvorteil von maC46-GFP exprimierenden humanen T-
Zellen in humanisierten M￿usen. Humane CD8 depletierte PBMC wurden entweder mit
LV-GFP () oder mit LV-maC46-GFP (N) transduziert. An Tag 5 wurden die Kulturen mit dem
HIV Stamm D117/II in￿ziert und ￿ber Nacht inkubiert. An Tag 6 wurden die Zellen gewaschen
und intraperitoneal in adulte NOG- M￿use transplantiert. W￿chentlich, startend zwei Wochen
nach der Transplantation, wurde den M￿usen Blut entnommen. Das Serum wurde in einer RT-
PCR hinsichtlich der Anzahl an HIV- RNA Genomen untersucht. Die Blutzellen wurden auf
human CD4 und human CD45 gef￿rbt und durch￿usszytometrisch untersucht. Die jeweiligen
Gruppen bestanden aus 4 (in￿zierte Tiere) bzw. 5 M￿usen (nicht in￿zierte Tiere). Expression
von human CD4 innerhalb der gesamten Blutzellen (A); Expression von GFP innerhalb der
human CD4+ Zellen (B); Anzahl an HIV- RNA Kopien im Serum der M￿use (C).
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4.3.1.2. Infektion mit HIVD117/II nach Transplantation
Im n￿chsten Experiment wurden alle M￿use mit nicht in￿zierten humanen CD4 + T-
Zellen transplantiert. Die Zellen waren zuvor mit LV-maC46-GFP oder LV-GFP trans-
duziert (Transduktionse￿zienz 61 bzw. 25 %) und mit nicht- transduzierten humanen
CD4+ T- Zellen auf ungef￿hr 12 % GFP+ Zellen eingestellt worden. Das Transplantat
enthielt etwa 80 % CD4+ Zellen. Zwei Wochen nach der Transplantation der huma-
nen Zellen wurde die H￿lfte der Tiere durch intraperitoneale Injektion mit HIV D117/II
in￿ziert. Die Tiere wurden f￿r 34 bzw. 35 Tage nach der Infektion beobachtet und w￿-
chentlich hinsichtlich der Repopulierung mit humanen CD4 + T- Zellen und der Trans-
genexpression untersucht (Abb. 4.16). F￿r dieses Experiment wurden 4 Tiere f￿r die
in￿zierte maC46-GFP Gruppe und jeweils 5 f￿r die drei anderen Gruppen vorbereitet.
F￿r die in￿zierte maC46-GFP Gruppe starben zwei Tiere zwischen der zweiten und
dritten Blutentnahme und ein weiteres Tier zwischen der dritten Blutentnahme und der
Endanalyse, so dass nicht f￿r die komplette Gruppe Daten f￿r die dritte Blutentnahme
und die Endanalyse gewonnen werden konnten.
Vor der Infektion mit HIVD117/II zeigten alle Tiere eine vergleichbare Repopulierung
mit humanen CD4+ T- Zellen (zwischen 5,8 und 26,5 % der gesamten Zellen im Blut).
Auch die Transgenexpression innerhalb der humanen CD4 + T- Zellen war zwischen den
in￿zierten und den nicht in￿zierten Gruppen jeweils vergleichbar. Nach der Infektion
nahmen in den nicht in￿zierten Tieren die humanen CD4 + T- Zellen kontinuierlich zu,
wie es auch schon im vorangegangenen Experiment (Abb. 4.15(a)) beobachtet werden
konnte. In den in￿zierten Tieren dagegen kam es zu einer Depletion der humanen CD4 +
T- Zellen, wobei wiederum keine Unterschiede zwischen LV-GFP und LV-maC46-GFP
beobachtet werden konnten (Abb. 4.16(a)).
Parallel kam es in den in￿zierten LV-maC46-GFP M￿usen auch wieder zu einer Zu-
nahme der transgenexprimierenden Zellen innerhalb der CD4 + Zellen (Abb. 4.16(b)).
Alle drei anderen Gruppen zeigten dagegen eine gleichbleibende oder leicht abnehmende
Transgenexpression.
4.3.1.3. Infektion mit HIVNL43 nach Transplantation
F￿r alle bisher beschriebenen Experimente wurde der HIV- Stamm D117/II verwendet.
HIVD117/II ist ein prim￿res, dualtropes Isolat, das sehr pathogen ist und besonders gut auf
prim￿ren Zellen repliziert. In einem n￿chsten Experiment sollte nun untersucht werden,
ob die Anreicherung von maC46 exprimierenden CD4 + T- Zellen, die mit HIVD117/II
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(a) Expression von human CD4
(b) Expression von GFP innerhalb der huma-
nen CD4+ Zellen
(c) Legende
Abbildung 4.16.: ￿berlebensvorteil von maC46-GFP exprimierenden humanen T-
Zellen in humanisierten M￿usen. Humane CD8 depletierte PBMC wurden entweder mit
LV-GFP () oder mit LV-maC46-GFP (N) transduziert. An Tag 5 nach der Transduktion wur-
den die Zellen so mit nicht- transduzierten Zellen verd￿nnt, so dass Mischungen mit 10 %
GFP+ Zellen erzielt wurden. Diese Mischungen wurden intraperitoneal in adulte NOG- M￿u-
se transplantiert. Zwei Wochen danach wurde eine H￿lfte der M￿use mit HIV D117/II in￿ziert,
w￿hrend die andere als Kontrolle nicht in￿ziert blieb. Nach der Infektion wurde den M￿usen
w￿chentlich Blut entnommen, die Blutzellen wurden auf human CD4 und human CD45 gef￿rbt
und durch￿usszytometrisch untersucht. Die jeweiligen Gruppen bestanden aus 5 M￿usen. Ex-
pression von human CD4 innerhalb der gesamten Blutzellen (A); Expression von GFP innerhalb
der human CD4+ Zellen (B).
im T- Zellmausmodell gezeigt werden konnte, auch mit einem anderen HIV- Stamm
best￿tigt werden konnte. Daf￿r wurde hier der Stamm NL43 ausgew￿hlt. HIV NL43 ist
ein zellkulturadaptierter CXCR4 troper Stamm.
Der ￿berschuss an LV-maC46-GFP und Mock transduzierten Zellen aus dem in Kapitel
4.3.1.2 beschriebenem Experiment wurde aufgetaut, die LV-maC46-GFP transduzierten
Zellen wurden mit Mock transduzierten Zellen auf 10 % GFP + Zellen eingestellt und in
12 erwachsene NOG- M￿use transplantiert. Zwei Wochen nach der Transplantation der
humanen T- Zellen wurden die Tiere durch intraperitoneale Injektion mit verschiedenen
Dosen an HIVNL43 in￿ziert. Dabei wurden f￿r jede der f￿nf Virusmenge zwei Tiere be-
reitgestellt, w￿hrend zwei weitere Tier als Negativkontrolle nicht in￿ziert blieben. Die
Tiere wurden f￿r einen Zeitraum von 41 Tagen nach Infektion hinsichtlich der Menge an
humanen CD4+ T- Zellen und der maC46-GFP Expression in diesen im Blut beobachtet
(Abb. 4.17).
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Abbildung 4.17.: ￿berlebensvorteil von maC46-GFP exprimierenden humanen T-
Zellen in humanisierten M￿usen. Humane CD8 depletierte PBMC wurden mit LV-maC46-
GFP transduziert. An Tag 5 nach der Transduktion wurden die Zellen so mit nicht- transduzier-
ten Zellen verd￿nnt, dass Mischungen mit 10 % GFP+ Zellen erzielt wurden. Diese Mischungen
wurden intraperitoneal in adulte NOG- M￿use transplantiert. Zwei Wochen danach wurde je-
weils zwei M￿use pro Gruppe mit verschiedenen Dosen an HIV NL43 in￿ziert. Zwei Tiere blieben
als Kontrolle nicht in￿ziert. Nach der Infektion wurde den M￿usen w￿chentlich Blut entnommen
und die Blutzellen wurden auf human CD4 und human CD45 gef￿rbt und durch￿usszytome-
trisch untersucht. Die Gra￿k zeigt die Expression von maC46-GFP innerhalb der human CD4 +
Zellen im Verlauf der Zeit.
Eines der beiden nicht in￿zierten Tiere starb kurz nach der Infektion, so dass es nur bis
Tag 6 nach der Infektion nachverfolgt werden konnte. In der anderen nicht in￿zierten
Maus blieb der Anteil an maC46-GFP+ CD4+ T- Zellen ￿ber den gesamten Beobach-
tungszeitraum relativ konstant (rot in Abb. 4.17). Auch alle Tiere, die mit niedrigen
Virusdosen in￿ziert wurden (50 l und 100 l), verhielten sich ￿hnlich (gelb und lila in
Abb. 4.17). F￿r alle Tiere aus der 500 l und der 300 l Gruppe dagegen kam es zu ei-
ner klaren Anreicherung der maC46-GFP exprimierenden Zellen innerhalb der humanen
CD4+ T- Zellen (gr￿n und dunkelblau in Abb. 4.17), wobei auch hier ein Tier aus der
500 l Gruppe vor Versuchsende get￿tet werden musste und daher nur bis Tag 27 nach
Infektion untersucht werden konnte.
Eine zu niedrige Virusdosis reichte also nicht f￿r eine produktive Infektion der Tiere
und damit nicht f￿r eine Selektion der transgen positiven Zellen aus, w￿hrend mehr
Virus zu einer produktiven Infektion f￿hrte. Unerwartet dagegen war das Fehlen einer
Anreicherung der maC46-GFP exprimierenden Zellen in der 400 l Gruppe (hellblau
in Abb. 4.17). Nachdem schon 300 l ausreichend f￿r eine produktive Infektion der
Tiere und eine Selektion der transgenpositiven Zellen waren, w￿re dies auch f￿r die
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n￿chsth￿here Virusmenge zu erwarten gewesen. Allerdings waren in diesem Experiment
die Gruppengr￿￿en mit nur zwei Tieren pro Gruppe sehr klein. Das Fehlen der Selektion
in der 400 l Gruppe k￿nnte daher durch eine in diesem Bereich limitierende Virusmenge
erkl￿rt werden. Es k￿nnten zus￿tzlich auch noch andere Faktoren wie eine nicht ganz
perfekte Injektion des Virus (z.B. mehr subcurtan als interperitoneal) eine Rolle spielen.
4.3.2. Test der Expression von iSAVE im T- Zellmausmodell
Membrangebundenes C46 Peptid sch￿tzt Zellen sehr e￿zient vor einer Infektion mit
HIV [30]. Dies konnte auch in den vorangegangenen Kapiteln sowohl in vitro als auch
in vivo in einem humanisierten Mausmodell gezeigt werden. maC46 hat allerdings den
Nachteil, dass nur die modi￿zierten Zellen selber vor einer HIV Infektion gesch￿tzt sind,
w￿hrend benachbarte nicht modi￿zierte Zellen weiterhin in￿ziert werden k￿nnen. Daher
wurde in der Arbeitsgruppe von Laer ein gammaretroviraler Vektor (RV-iSAVE), der
eine sezernierte Variante des C46 Peptids (iSAVE) codiert, entwickelt [31]. Die antivirale
Wirksamkeit dieses Peptids wurde in vitro sowohl in T- Zelllinien als auch in prim￿ren
humanen T- Zellen f￿r verschiedene HIV Isolate gezeigt [31]. Hier sollte nun in den
folgenden Experimenten untersucht werden, ob im humanisierten T- Zellmausmodell
therapeutisch wirksame iSAVE Konzentrationen im Serum der M￿use erzeugt werden
k￿nnen. Dabei wurde sowohl ein gammaretrovirale (RV-iSAVE) als auch ein lentivirale
Vektor (LV-iSAVE) verwendet.
4.3.2.1. Expression von iSAVE durch einen gammaretroviralen Vektor
Zun￿chst wurden humane prim￿re CD4 + T- Zellen mit RV-iSAVE transduziert. An
Tag 7 nach der Transduktion wurden die Zellen hinsichtlich ihrer iSAVE Expression
durch￿usszytometrisch untersucht. Etwa 30 % der Zellen exprimierten iSAVE. Diese
Zellen oder Mock transduzierte Zellen wurden in erwachsene NOG- M￿use transplantiert.
7 Wochen nach der Transplantation wurden die Tiere get￿tet. Im Lysat der Milzzellen der
RV-iSAVE Maus konnte im Western Blot spezi￿sche das C46 Dimer detektiert werden
(Abb. 4.18).
Zellen aus Blut und Milz der RV-iSAVE Maus und aus der Milz der Mockmaus wurden
in vitro mit CD3-/ CD28- beschichteten magnetischen Partikeln und IL-2 restimu-
liert. Nach 5 Tagen wurden sowohl der ￿berstand der Zellen als auch diese selbst im
Western Blot auf C46 Peptide hin untersucht. Wie schon direkt nach der Isolation der
Zellen konnte auch nach einer in vitro Stimulierung in den Milzzellen der RV-iSAVE
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Maus das C46 Dimer detektiert werden. Im ￿berstand der Zellen konnte nach der in
vitro Stimulierung allerdings kein sekretiertes iSAVE Peptid nachgewiesen werden. Dies
k￿nnte auf eine f￿r diese Nachweismethode zu geringe Sekretion das Peptids hindeuten.
Abbildung 4.18.: Expression von iSAVE in humanen T- Zellen in vivo und in vi-
tro nach Reisolation der Zellen. Humane CD8 depletierte PBMC wurden mit RV-iSAVE
transduziert oder blieben nicht transduziert. An Tag 7 nach der Transduktion wurden die Zellen
intraperitoneal in jeweils eine adulte NOG- M￿use transplantiert. 7 Wochen nach der Trans-
plantation wurden die beiden Tiere get￿tet und Milzzellen beider Tiere wurden f￿r einen Wes-
tern Blot lysiert. Gleichzeitig wurden Zellen aus Blut und Milz in vitro mit CD3-/ CD28-
beschichteten magnetischen Partikeln und IL-2 in Kultur genommen. Nach 5 Tagen wurden
Zellkultur￿berst￿nde dieser in vitro Kulturen gesammelt und wiederum Lysate hergestellt. Ly-
sate und ￿berst￿nde wurden deglykosyliert und im Western Blot mittels 2F5 Antik￿rper auf
das Vorhandensein von C46 Peptiden hin untersucht.
Die Detektion von iSAVE Peptid im Serum der M￿use mittels Western Blot war nicht
m￿glich. Zum einen ist der Western Blot f￿r das iSAVE Peptid nicht sensitiv genug,
um gerine Peptidkonzentrationen im Serum der Tiere nachzuweisen, zum anderen ist
es generell schwierig Serum der humanisierten M￿use im Western Blot zu untersuchen.
Mausserum machte im Western Blot einen sehr starken Hintergrund, so dass es unter
diesen Bedingeungen nur m￿glich sein sollte das iSAVE Peptid zu detektieren, wenn sehr
gro￿e Mengen an Peptid vorhanden sind.
Um die Menge an iSAVE Peptid im Serum der Tiere zu quanti￿zieren, wurde daher ein
FACS basierter Nachweis etabliert. Sowohl iSAVE Peptide als auch maC46 enthalten ein
Epitop f￿r den 2F5 Antik￿rper. Das zu untersuchende Mausserum wurde zun￿chst mit
einer de￿nierten Menge an 2F5 vorinkubiert. Dabei band das in der Probe enthaltene
iSAVE Peptid an den 2F5 und die Menge an freiem 2F5 wurde um so st￿rker reduziert,
je mehr iSAVE Peptid in der Probe enthalten war. Mit der 2F5/ iSAVE Mischung wurde
dann eine maC46 exprimierende Zelllinie gef￿rbt. Im letzten Schritt wurde der an die
Zellen gebundene 2F5 Antik￿rper mit einem ￿uoreszenzmarkiertem Sekund￿rantik￿rper
detektiert und die Zellen wurden durch￿usszytomertisch untersucht. Dabei wurden die
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Zellen um so st￿rker gef￿rbt, je niedriger die iSAVE Konzentration in der Probe war.
Abbildung 4.19 zeigt schematisch das Prinzip dieser Kompetitionsf￿rbung.
Abbildung 4.19.: FACS basierter Nachweis zur Quanti￿zierung von iSAVE Peptiden
im Mausserum. iSAVE enthaltendes Mausserum wurde mit 2F5 Antik￿rper vorinkubiert. Mit
dieser Mischung wurde eine maC46 exprimierende Zelllinie gef￿rbt. Dabei war die Menge an
freiem 2F5 in der Probe und damit auch das F￿rbesignal der Indikatorzellen um so h￿her, je
niedriger die iSAVE Konzentration in der Probe war.
Dieser FACS Nachweis f￿r iSAVE Peptid wurde mit Serum der RV-iSAVE Maus durch-
gef￿hrt. Das Serum der RV-iSAVE Maus f￿hrte zu einer eindeutigen Reduktion der
F￿rbung der Indikatorzellen im Vergleich zum Serum einer Mockmaus (Abb. 4.20). Im
Serum der mit RV-iSAVE transduzierten T- Zellen transplantierten Maus wurde also in
vivo das Peptid sekretiert. Als Positivkontrolle wurde in diesem Versuch in das Serum
einer Mock transplantierten Maus T20, ein C36 Peptid, gemischt. Dies f￿hrte zu einer
vollst￿ndigen Unterdr￿ckung der F￿rbung der Indikatorzelllinie.
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Abbildung 4.20.: Expression von iSAVE im Serum einer mit RV-iSAVE transduzier-
ten T- Zellen transplantierten Maus. Erwachsene NOG- M￿use wurden mit RV-iSAVE
oder Mock transduzierten humanen T- Zellen transplantiert. 7 Wochen nach der Transplanta-
tion wurden die Tiere get￿tet. Das Serum der Tiere wurde in einem FACS basiertem Nachweis
f￿r iSAVE Peptide untersucht. Als Positivkontrolle wurde T20 in das Serum der Mock Maus
gemischt.
4.3.2.2. Expression von iSAVE durch einen lentiviralen Vektor
F￿r das n￿chste Experiment wurde ein lentiviraler Vektor, der iSAVE codiert, verwen-
det (LV-iSAVE). Der lentivirale Vektor hat den Vorteil, dass nicht nur sich teilende
Zellen, wie das f￿r gammaretrovirale Vektoren der Fall ist, sondern auch ruhende Zellen
transduziert werden k￿nnen.
Humane CD4+ T- Zellen wurden mit LV-iSAVE transduziert. An Tag 5 nach der Trans-
duktion wurden die Zellen intrazellul￿r mit einem PE- gekoppeltem 2F5 Antik￿rper
gef￿rbt und durch￿usszytometrisch analysiert. Die Zellen exprimierten zu 78,5 % das
iSAVE Peptid (Abb. 4.21(b)). Die transduzierten Zellen wurden 1:1 mit Mock transdu-
zierten Zellen gemischt und in erwachsene NOG- M￿use transplantiert.
Einer mit LV-iSAVE transduzierten T- Zellen transplantierten Maus wurde zwei, drei
und vier Wochen nach der Transplantation Blut entnommen. Das Serum wurde pr￿-
pariert und in dem oben beschriebenen FACS basiertem Nachweis auf die iSAVE Kon-
zentration hin untersucht. F￿r alle drei Zeitpunkte konnte eine deutliche Reduktion der
F￿rbung in Vergleich zu Serum einer nicht transplantierten Maus beobachtet werden
(Abb. 4.22).
Durch Vergleich der mittleren Fluoreszenzintensit￿t der Indikatorzellen nach F￿rbung
mit den Testseren bzw. bekannten Konzentrationen eines synthetisch hergestellten C46
Peptids, konnte die iSAVE Konzentration im Serum der transplantierten M￿use abge-
sch￿tzt werden. Die iSAVE Konzentration im Mausserum lag bei etwa 80 bis 120 nM.
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(a) Mock transduziert T- Zellen
(b) T- Zellen transduziert mit
LV-iSAVE
Abbildung 4.21.: LV-iSAVE transduzierte humane T- Zellen. Humane PBMC wurden
aus Bu￿y Coats isoliert und CD8+ Zellen wurden mit Miltenyi Beads depletiert. Die Zellen
wurden danach mit CD3-/ CD28- beschichteten magnetischen Partikeln und IL-2 in Kultur
genommen und mit LV-iSAVE transduziert. An Tag 5 wurden die T- Zellen hinsichtlich ihrer
iSAVE Expression durch￿usszytometrisch untersucht. Transduktionse￿zienz f￿r Mock trans-
duzierte T- Zellen (A) bzw. LV-iSAVE transduzierte (B).
(a) Standart mit gekauftem C46 Peptid (b) iSAVE Konzentration im Serum
Abbildung 4.22.: Expression von iSAVE im Serum einer mit LV-iSAVE transduzier-
ten T- Zellen transplantierten Maus. Erwachsene NOG- M￿use wurden mit LV-iSAVE
transduzierten humanen T- Zellen transplantiert. Regelm￿￿ig nach der Transplantation wurde
den Tieren Blut entnommen. Das Serum der Tiere wurde in einem FACS basiertem Nachweis
f￿r iSAVE Peptide untersucht (B). Dabei wurden als Standard bekannte Konzentrationen eines
synthetisch hergestellten iSAVE Peptides eingesetzt, um die Peptidkonzentrationen in vivo ab-
sch￿tzen zu k￿nnen (A). Die Graphen geben jeweils zus￿tzlich die mittlere Fluoreszenzintensit￿t
der Population an.
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Mit dem gammaretroviralen Vektor (M87o), der das membrangebundene inhibitorische
Peptid maC46 codiert, wurden 2004 in einer klinischen Studie der Phase I/II CD4 + T-
Zellen von 10 HIV- positiven Patienten transduziert [142]. Die genmodi￿zierten Zellen
wurden anschlie￿end den Patienten reinfundiert. In vitro haben maC46 exprimierende
Zellen nach Infektion einer gemischten Kultur mit HIV einen klaren Selektionsvorteil
gegen￿ber nicht- modi￿zierten Zellen [30]. Ziel dieser klinischen Studie war es, dass sich
durch diesen E￿ekt die genmodi￿zierten T- Zellen im Patienten anreichern. Dadurch
sollte sich eine HIV- resistente CD4 + T- Zellpopulation ausbilden, die die Funktionalit￿t
des Immunsystem aufrecht erhalten kann. Allerdings exprimierte in den Patienten nach
der Therapie nur ein kleiner Teil der Zellen das therapeutische Gen und es kam zu keiner
Anreicherung der genmodi￿zierten Zellen. Dadurch konnte auch kein therapeutischer
Nutzen beobachtet werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein lentiviraler Vektor (LV-maC46-GFP), der f￿r
maC46 codiert, verwendet. Dieser Vektor wurde sowohl in vitro in einer T- Zelllinie
und in prim￿ren humanen CD4+ T- Zellen als auch in vivo in zwei humanisierten Maus-
modellen hinsichtlich seiner antiviralen Wirksamkeit untersucht. Desweiteren wurden ein
gammaretroviraler und ein lentiviraler Vektor, die f￿r eine sezernierte Variante des C46
Peptids (iSAVE) codieren, in einem humanisierten Mausmodell hinsichtlich der iSAVE
Serumkonzentrationen untersucht. iSAVE stellt eine Weiterentwicklung des maC46 Pep-
tids dar, da nicht nur die genmodi￿zierten Zellen selbst, sondern auch Nachbarzellen,
die kein Peptid exprimieren, vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt sind [31].
Die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich wie folgt zusammenfassen:
 MaC46 hemmte den Eintritt von HIV in T- Zellen.
 Sowohl eine LV-maC46-GFP transduzierte T- Zelllinie als auch prim￿re humane
CD4+ T- Helferzellen hatten dadurch in vitro nach Infektion mit HIV einen klaren
Selektionsvorteil gegen￿ber nicht- modi￿zierten Zellen.
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 HI- Viren und HIV pseudotypisierte lentivirale Partikel wurden auf der Ober￿￿che
von maC46 exprimierenden Zellen gebunden, konnten dabei aber nicht in die Zelle
eindringen.
 HIS- M￿use entwickelten nach Transplantation mit humanen Blutstammzellen
CD4+ T- Zellen, die maC46 exprimierten, und konnten produktiv mit HIV in-
￿ziert werden. Eine Selektion der genmodi￿zierten Zellen in vivo konnte in diesem
Modell aber nicht nachgewiesen werden.
 Nach Repopulieren von NOG- M￿usen mit genmodi￿zierten humanen T- Zellen
und Infektion der Zellen bzw. der M￿use mit HIV kam es zu einem selektiven
￿berleben der maC46- exprimierenden CD4 + T- Zellen in vivo.
 NOG- M￿use konnten mit humanen T- Zellen, die iSAVE exprimierten, repopuliert
werden. Im Serum der Tiere wurden therapeutisch wirksame iSAVE Konzentratio-
nen nachgewiesen.
5.1. LV-maC46-GFP in vitro
5.1.1. Selektion von maC46- exprimierenden Zellen in vitro
Ein wichtiges Kriterium f￿r die Wahl eines antiviralen Gens f￿r einen Gentherapieansatz
der HIV- Infektion ist neben der Tatsache, dass sich keine Resistenzmutationen gegen das
Transgen entwickeln sollten, dass das therapeutische Genprodukt einen starken antivira-
len E￿ekt vermittelt. C- Peptiden werden bereits in Form einer passiven Immunotherapie
f￿r die HIV- Therapie klinisch eingesetzt. Dazu wird das C36- Peptid T20 (Enfuvirtide,
Fuzeonr) verwendet [70] [82] [19]. Bei einer Therapie mit T20 kommt es allerdings sehr
schnell zur Bildung resistenter Virusvarianten [122]. Dies wird durch eine N- terminale
Verl￿ngerung des C36- Peptids um 10 Amminos￿uren deutlich erschwert (C46) [55].
Somit stellt sich f￿r den in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Vektor LV-maC46-
GFP vorrangig die Frage nach der antiviralen Wirksamkeit. Membrangebundene C46-
Peptide vermitteln einen sehr starken antiviralen E￿ekt und inhibieren, abh￿ngig von
der Expression der Peptide auf der Zellober￿￿che, den viralen Lebenszyklus bis zu 1000
fach [56]. Ein starker antiviraler E￿ekt eines zellgebundenen antiviralen Faktors wird in
der Praxis aber vermutlich alleine nicht ausreichen, um den klinischen Erfolg einer Gen-
therapie gegen die HIV- Infektion zu gew￿hrleisten. Die Anzahl der m￿glichen Zielzellen
f￿r HIV im menschlichen K￿rper liegt bei etwa 1011. In der Praxis kann nur ein sehr
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kleiner Anteil dieser Zellpopulation ex vivo modi￿ziert werden. Daher sollte die intra-
zellul￿re Immunisierung der Zelle idealerweise einen Selektionsvorteil gegen￿ber nicht-
modi￿zierten Zellen verscha￿en. Dadurch k￿nnte ein anfangs geringer Anteil an gene-
tisch modi￿zierten Zellen mit der Zeit ansteigen und einen dauerhaften therapeutischen
E￿ekt vermitteln [86].
Antivirale Gene k￿nnen je nachdem an welchem Schritt des viralen Lebenszyklus sie
eingreifen in drei Klassen unterteilt werden [147]. Dabei verhindern nur Wirksto￿e der
Klasse I die Integration der viralen Erbinformation in das Wirtszellgenom und somit die
Entstehung latent in￿zierter Zellen. maC46 geh￿rt der Klasse I an.
In einer Studie wurde maC46 mit zwei anderen Gentherapieans￿tzen, einer shRNA gegen
Tat und Rev und einer RNA Antisense- Sequenz gegen das virale H￿llprotein (beides Ge-
ne der Klasse II), verglichen. All diese Ans￿tze sind oder waren in klinischen Testungen.
Dabei konnte, obwohl alle drei Ans￿tze die Virusreplikation inhibierten, nur maC46 in T-
Zelllinien zu einer Selektion genmodi￿zierter Zellen f￿hren [74]. Auch in der vorliegenden
Arbeit hatten maC46 exprimierende PM-1 Zellen nach Infektion mit HIV einen klaren
Selektionsvorteil gegen￿ber nicht- modi￿zierten Zellen. Die Expression von maC46 auf
prim￿ren T- Zellen ist generell niedriger als auf Zelllinien [30]. Daher war es, insboson-
dere in Hinblick auf eine klinische Anwendung, interessant zu sehen, dass auch prim￿re
CD4+ T- Zellen nach Transduktion mit LV-maC46-GFP einen ￿berlebensvorteil gegen-
￿ber nicht- modi￿zierten Zellen hatten. Dieser starke Selektionsvorteil LV-maC46-GFP
tranduzierter Zellen war analog zu fr￿heren Experimenten mit dem gammaretroviralen
Vektor M87o [30].
5.1.2. HIV wird auf der Ober￿￿che von maC46- exprimierenden
Zellen gefangen, kann aber nicht in diese eindringen
Trotz des starken antiviralen E￿ekts von maC46 und der daraus resultierenden Selektion
von maC46- exprimierenden Zellen nach Infektion mit HIV, konnten auch maC46 + Zellen
w￿hrend dieser Selektion positiv f￿r das virale Protein p24 gef￿rbt werden. Im Verlauf
der Selektion werden alle nicht- modi￿zierten Zellen mit HIV in￿ziert und setzten gro￿e
Mengen an Virus frei. Allerdings konnte klar gezeigt werden, dass maC46 exprimierende
Zellen dabei nicht in￿zert werden. Das Virus wird lediglich auf der Zellober￿￿che der
Zellen gebunden. Dabei wurde das Virus nicht gleichm￿￿ig ￿ber die gesamte Zellober￿￿-
che der maC46+ Zellen verteilt beobachtet, sondern die Viren sammelten sich auf einer
Seite bzw. in Clustern auf der Zellober￿￿che an (￿Capping￿).
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Diese Konzentration des Virus auf eine Seite der Zelle h￿ngt vermutlich mit einer Po-
larisation der Verteilung der f￿r den HIV- Eintritt n￿tigen Rezeptoren zusammen. Ein
￿hnliches Ph￿nomen kann bei der Bildung von virologischen Synapsen beobachtet wer-
den. Die virologische Synapse spielt eine wichtige Rolle bei der Zell zu Zell ￿bertragung
des Virus [66]. Die ￿bertragung des Virus von Zelle zu Zelle ist e￿zienter als die Infekti-
on durch zellfreie Viruspartikel [117] [126]. Au￿erdem kann das Virus dadurch vermutlich
einer Inaktivierung durch neutralisierende Antik￿rper und das Komplementsystem ent-
gehen [66]. In den hier beschriebenen Experimenten konnte allerdings keine verst￿rkte
￿bertragung von viralen Parikeln von maC46- exprimierenden, mit Virus beladenen
Zellen auf nicht- modi￿zierte Zellen beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
5.2. Humanisierte Mausmodelle
Ein in vitro Zellkultursystem unterscheidet sich durch viele Faktoren von der Situation
im HIV- in￿zierten Patienten und kann nur eine sehr stark vereinfachte Situation ab-
bilden. Daher k￿nnte die Untersuchung der antiviralen E￿zienz von maC46 in einem
Tiermodell als Bindeglied zwischen der Zellkultur und dem Patienten wichtige Hinweise
daf￿r geben, warum es in einem Fall zur Selektion der maC46- exprimierenden Zellen
kommt, dies aber in vivo in einer klinischen Studie mit M87o nicht der Fall war [142].
5.2.1. Testung von LV-maC46-GFP im HIS (humanes
Immunsystem)- Mausmodell
Immunde￿ziente Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use konnten nach Transplantation
mit LV-maC46-GFP transduzierten humanen h￿matopoetischen Blutstammzellen mit
einem humanen Immunsystem repopuliert werden. F￿r die Testung einer Gentherapie f￿r
die HIV- Infektion war es insbesondere entscheidend, dass die Tiere reife humane CD4 +
T- Helferzellen entwickelten. Diese T- Zellen wurden ￿ber den Thymus der Tiere de novo
aus den transplantierten Stammzellen gebildet. Dabei konnte insofern eine normale T-
Zellentwicklung beobachtet werden, als dass die Zellen im Thymus reiften und dabei
zun￿chst unreife, CD4/CD8- doppeltpositive Zellen gefunden wurden. Erst zu sp￿teren
Zeitpunkten wurden sowohl in Thymus als auch in andern lymphatischen Organen (Blut,
Milz, Lymphknoten) reife einfachpositive T- Zellen gefunden. Unter diesen Zellen waren
sowohl CD4+ T- Helferzellen als auch CD8+ cytotoxische T- Zellen. Diese Beobachtungen
stimmen mit der bekannten Entwicklung von T- Zellen im Menschen ￿berein.
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Auch andere Gruppen haben unter ￿hnlichen Bedingungen die Entwicklung reifer T-
Zellen in humanisierten M￿usen beobachtet [139] [45]. Dabei waren die im murinen
Thymus gereiften humanen T- Zellen funktionell oder konnten zumindest einen Teil
ihrer Immunfunktionen erf￿llen. So f￿hrt z.B. die Infektion repopulierter HIS- M￿use mit
moderaten Dosen an Epstein- Barr- Virus (EBV) zu einer T- Zell- Immunantwort, die
das Virus kontrollieren kann [139]. Nach der Transplantation von adulten NOG- M￿usen
mit humanen Blutstammzellen aus Nabelschnurblut entwickeln sich die humanen T-
Zellen in einem ￿hnlichen Verlauf wie in dem in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Transplantationsmodell neugeborenener Rag-2/ 
- Kette Doppelknockout- M￿use [156].
In der Studie von Yahata und Kollegen wurden in den M￿usen polyklonale T- Zellen
nachgewiesen, die nach Isolation in vitro als Reaktion auf PHA, IL-2 oder Alloantigene
proliferierten.
Ein Problem in der Transplantation von immunde￿zienten M￿usen mit humanen Stamm-
zellen ist die gro￿e Variabilit￿t in der Repopulierung der Tiere mit humanen Immun-
zellen, insbesondere mit reifen T- Zellen. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte dieses
Ph￿nomen beobachtet werden. Dies tritt nicht nur auf, wenn verschiedene Transplanta-
te und W￿rfe von M￿usen, die eventuell geringf￿gig unterschiedlich behandelt wurden
(Alter der Tiere, Abstand zwischen Bestrahlung und Transplantation, transplantierte
Zellzahl und Qualit￿t des Transplantats) verglichen werden, sondern auch innerhalb ei-
nes Wurfes, wobei alle Tiere das gleiche Transplantat erhielten (vgl. z.B. Maus AE-m1
mit den ￿brigen 3 Tieren aus Wurf AE in Abb. 4.9). Auch der Anteil der Transgen-
exprimierenden Zellen innerhalb der humanen CD4 + Zellen war mit 2- 97 % f￿r die
in Abbildung 4.9 gezeigten Tiere sehr variabel. Die Transduktionse￿zienz aller drei in
diesem Experiment verwendeten Transplantate war mit 50- 60 % in einem ￿hnlichem
Rahmen gewesen. Das spricht f￿r eine oligoklonale Repopulierung der Tiere mit huma-
nen Zellen. Die transplantierte Zellzahl und der Anteil ￿echter￿ Stammzellen waren in
diesen Experimenten vermutlich limitierend.
Ein Faktor, der sich vorteilhaft auf die Entwicklung humaner, funktioneller T- Zellen
auswirkt, ist die Cotransplantation von humanem fetalem Thymus- und Lebergewebe-
st￿cken unter die Nierenkapsel [95]. Dabei ist die Variabilit￿t in der T- Zellentwicklung
gering und die sich entwickelnden T- Zellen sind funktional. Ein Grund daf￿r k￿nnte
sein, dass die humanen T- Zellen auf humanen Stromazellen reifen und nicht wie im
klassischen HIS- Mausmodell auf murinen Zellen. Allerdings limitieren die Verf￿gbarkeit
von humanen F￿ten und damit verbundene ethische Schwierigkeiten diese Experimente
in der Praxis.
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F￿r die vorliegende Arbeit wurde als eine leicht verf￿gbare Quelle f￿r humane Blut-
stammzellen Nabelschnurblut gew￿hlt. In anderen Studien wurde gezeigt, dass h￿mato-
poetische Stammzellen von Neugeborenen oder F￿ten ein gr￿￿eres Repopulierungspoten-
tial haben als adulte [140] und dass Nabelschnurblut eine bessere Quelle f￿r h￿matopoe-
tische Stammzellen ist als Knochenmark oder mobilisierte Zellen aus peripherem Blut
[72] [53]. Allerdings ist im Falle von Nabelschnurblut die f￿r Experimente zur Verf￿gung
stehende Zellzahl eines Spenders stark limitierend. Etwa 0,27 % der im Nabelschnurblut
enthaltenen mononukl￿ren Zellen sind CD34 + [9]. Bei ungef￿hr 2  108 mononukle￿ren
Zellen in 35 ml Nabelschnurblut entspricht das 5,4  105 CD34+ Zellen in 35 ml Blut
[9]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass f￿r die Repopulierung von neugeborenen
HIS- M￿usen mit Nabelschnurblut etwa 10 4 bis 105 CD34+ Zellen n￿tig sind [139] [62]
[148]. In den meisten Studien in diesem Modell wurden native Zellen direkt nach der
Aufreinigung transplantiert. F￿r den in dieser Arbeit verfolgten Gentherapieansatz war
es allerdings n￿tig die Zellen in vitro zu kultivieren und transduzieren. Es ist schwie-
rig w￿hrend der in vitro Kultur eine Di￿erenzierung der Stammzellen und somit einen
Verlust der Repopulierungsf￿higkeit der Zellen vollst￿ndig zu verhindern [50]. Daher
wurden in der vorliegenden Arbeit 5- 10 mal mehr CD34 + Zellen transplantiert, als dies
in vergleichbaren Transplantationsmodellen der Fall war.
Die in der vorliegenden Arbeit repopulierten M￿use konnten produktiv mit HIV in￿ziert
werden. Im Serum der Tiere wurden gro￿e Mengen an HI- Virus ( 105 HIV- Kopien/ ml
Serum) nachgewiesen. Dies war in nicht- humanisierten Kontrolltieren, die mit gleicher
Virusmenge inokuliert wurden, nicht der Fall. Es kam in den humanisierten M￿usen also
zu einer produktiven Replikation des Virus. Parallel mit der Virusreplikation wurden die
humanen CD4+ Zellen depletiert. Mit der Depletion der humanen T- Helferzellen wurden
die Zielzellen f￿r das Virus eliminiert und es kam wieder zu einem Abfall der Viruslast
im Serum der Tiere. Dieser Verlauf der Virusreplikation und der CD4 + Zellzahlen kann
analog auch im Patienten in der akuten Phase nach Neuinfektion mit HIV beobachtet
werden. Im Patienten kommt es aber nach wenigen Wochen zu einer Kontrolle des Virus
durch das Immunsystem. Dabei steigen die T- Helferzahlen wieder an [112].
In den hier vorgestellten Experimenten kam es w￿hrend der Depletion der CD4 + T-
Zellen der HIS- M￿use zu keiner Anreicherung der maC46- exprimierenden Zellen, wie
dies in vitro beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu konnten andere in einem
￿hnlichen Mausmodell einen antiviralen E￿ekt einer Therapie mit siRNAs gegen CCR5
und die beiden viralen Proteine Vif und Tat verzeichnen [77]. Dabei handelte es sich
allerdings nicht um einen Gentherapieansatz, sondern die siRNA wurden vor und nach
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der Infektion den Tieren injiziert wurde. Auch bekannte HIV- Medikamente, die sich
bereits in klinischer Anwendung be￿nden, wurden erfolgreich in HIS- Mausmodellen
getestet, um den prinzipiellen Nutzen dieser Modelle f￿r pr￿klinische E￿zienztestungen
neuer HIV- Medikamente zu evalulieren.
Die E￿zienz einer Gentherapie der HIV- Infektion im HIS- Mausmodell nachzuweisen ist
allerdings deutlich schwieriger. In der vorliegenden Arbeit konnte, auch nach R￿ckgang
der Viruslast im Serum der Tiere, keine R￿ckkehr der CD4 + T- Zellen beobachtet werden.
Die Repopulierung eines lymphopenischen Wirts mit T- Zellen erfolgt vorrangig durch
homeostatische Expansion der verbleibenden periheren T- Lymphozyten [90]. In einem
jungen Individuum ￿ndet zus￿tzlich noch eine de nove Thymopoese statt. Allerdings
nimmt mit zunehmendem Alter des Organismus die Thymusgr￿￿e ab und T- Zellen
k￿nnen nicht mehr in dem Ma￿e ￿ber den Thymus aus Blutstammzellen neu generiert
werden, wie das in einem jungen Organismus der Fall ist [136] [138].
Generell versteht man unter Homeostase den physiologischen Zustand bzw. die Aufrecht-
erhaltung dessen. Im Bezug auf die T- Zellen bedeutet dies, dass sowohl Anzahl als auch
Art bzw. Repertoire der T- Zellen konstant gehalten wird [57].
Insgesamt deuten die Ergebnisse der vorligenden Arbeit darauf hin, dass die T- Zell-
homeostase in den hier beschriebenen HIS- M￿usen gest￿rt ist. Weitere Hinweise daf￿r
liefern im Rahmen dieser Arbeit durchgef￿hrte Versuche, in denen Zellen aus Thymus
bzw. peripheren lymphatischen Organen einer mit humanen T- Zellen repopulierten
Maus in neugeborene Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use transferiert wurden. Da-
bei konnten in keinem der sekund￿ren Empf￿nger T- Zellen im Blut nachgewiesen wer-
den (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse wurden auch durch andere Studien best￿tigt
[91]. Legrand und Kollegen habe gezeigt, dass periphere T- Zellen in HIS- M￿usen hohe
Fluktuationsraten haben [83].
IL-7 ist ein Cytokin, das f￿r die T- Zellhomeostase eine wichtige Rolle spielt und die
Lebensspanne von T- Zellen reguliert [128]. Shultz und Kollegen injizierten in einer
Studie erwachsene NOG- M￿use nach der Transplantation mit humanen Blutstamm-
zellen w￿chentlich intraven￿s mit einem Fc-IL-7 Fusionsprotein [133]. Dabei konnte die
T- Zellmenge im peripheren Blut der Tiere im Vergleich zu repopulierten NOG- M￿u-
sen, die kein Fc-IL-7 erhalten hatten, um einen Faktor von etwa 3 gesteigert werden. In
der vorliegenden Arbeit hatte eine w￿chentliche Injektion dieses Fc-IL-7 Fusionsprote-
ins keinen positiven Ein￿uss auf die Repopulierung von neugeborenen Rag-2/ 
- Kette
Doppelknockout- M￿usen mit humanen T- Zellen. Das k￿nnte an der wegen des Alters
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der Tiere n￿tigen, ver￿nderten Applikationsform (intraperitoneal statt intraven￿s) lie-
gen. Allerdings war die Variabilit￿t in der Repopulierung der Tiere in diesem Experiment
relativ gro￿ und die Repopulieirung mit humanen Zellen gering, so dass es schwierig ist,
eine klare Aussage zu tre￿en.
Ein wichtiger Grund f￿r die mangelnde T- Zellhomeostase in HIS- M￿usen ist sicherlich
der Mangel an sekund￿ren lymphoiden Stukturen in diesen Tieren. HIS- M￿use bilden
nach Transplantation mit humanen Blutstammzellen vereinzelt Lymphknoten aus. Die
Lymphknoten sind dabei nicht in allen Tieren in gleichem Ausma￿ zu ￿nden und sind
sowohl in Anzahl als auch in Gr￿￿e geringer als in Wildtypm￿usen. Dies konnte auch in
der vorliegenden Arbeit beobachtet werden. In der Milz und im Thymus von repopulier-
ten HIS- M￿usen k￿nnen humane Immunzellen detektiert werden [139]. In histologischen
Schnitten dieser Organe k￿nnen Strukturen beobachtet werden, wie sie auch in den Or-
ganen von Wildtyptieren zu ￿nden sind (z.B. Keimzentren in der Milz oder Ausbildung
von Cortex und Mark im Thymus), und die f￿r eine funktionelle Interaktion der humanen
Immunzellen untereinander und mit murinen Stromazellen sprechen. Diese Strukturen
sind im Gegensatz zu Milz und Thymus in weit geringerem Ma￿e f￿r mesenterische
Lymphknoten vorhanden bzw. fehlen f￿r periphere Lymphknoten und darmassoziertes
lymphoides Gewebe [83] [89] [132]. Gr￿nde f￿r die mangelhafte Enwicklung von Lymph-
knoten in diesen Tieren liegen wahrscheinlich im defekten IL-7 Signalweg. F￿r die Bil-
dung von Lymphknoten spielen Lymphotoxin- exprimierende ￿Inducer￿ Zellen (LTi) eine
wichtige Rolle. LTi Zellen sind h￿matopoetische Zellen, die IL-7 Rezeptor  und CD4,
aber kein CD3 exprimieren (CD45 +CD4+CD3-) [22]. Diese Zellen induzieren auch die
Bildung von Peyer- Plaques [33]. Die Funktionalit￿t der LTi Zellen in Rag-2/ 
- Kette
Doppelknockout- M￿use ist stark beeintr￿chtigt, wodurch ein Gro￿teil der Lymphknoten
nicht ausgebildet werden kann. Eine L￿sung f￿r die mangelnde Lymphknotenentwick-
lung in HIS- M￿usen nach Transplantation mit humanen Blutstammzellen k￿nnte in
der Verwendung von Rag-2/IL-2 Rezeptor - Kette Doppelknockout- M￿use anstelle
der Rag-2/
- Kette Doppelknockout- M￿use liegen [91]. Rag-2/IL-2 Rezeptor - Kette
Doppelknockout- M￿use haben zwar auch einen Defekt in der Entwicklung von reifen B-
und T- und NK- zellen, sollten aber normale Lymphknotenstrukturen anlegen. Eine Al-
ternative k￿nnte darin bestehen synthetische lymphoid- ￿hnliche Strukturen, bestehend
aus humanen Stromazellen, die in Matrix eingebettet sind, parallel mit den humanen
Blutstammzellen zu transplantieren [132].
Ein weiterer Faktor, der sowohl die humane Thymopoese als auch die Homeostase der
humanen T- Zellen verbessen sollte, ist das Einkreuzen von humanen MHC- Molek￿len
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der Klasse I (HLA-A/B/C) und Klasse II (HLA-DP/DQ/DR). Die sich entwickelnden
humanen T- Zellen w￿rden dabei im Thymus Signale von humanen anstelle von murinen
MHC- Molek￿len bekommen. ˜hnlich wie im BLT Modell, wo humane fetale Gewebe-
st￿cke als Thymusersatz dienen und wichtige Organe f￿r die T- Zellentwicklung darstel-
len, k￿nnten human MHC transgene Tiere im HIS- Mausmodell die T- Zellentwicklung
f￿rdern.
5.2.2. Testung von LV-maC46-GFP im T- Zellmausmodell
Im T- Zellmausmodell werden im Gegensatz zum HIS- Mausmodell nur humane, reife
T- Zellen transplantiert. Daher entf￿llt hier die im HIS- Mausmodell beobachtete star-
ke Variabilit￿t der Repopulierung mit reifen T- Zellen. Im T- Zellmausmodell konnten
reproduzierbar im Blut aller Tiere nach der Transplantation humane T- Zellen nach-
gewiesen werden. Dabei kam es zu einer stetigen xenoreaktiven Expansion der Zellen
in vivo, so dass die Tiere eine GvHD ausbildeten und etwa 6 Wochen nach der Trans-
plantation der humanen Zellen get￿tet werden mussten. Zu diesem Zeitpunkt waren ein
Gro￿teil aller Zellen im Blut der Tiere humane T- Zellen.
In den Tieren, die mit HIV in￿zierten T- Zellen transplantiert wurden bzw. die direkt
durch Injektion des Virus mit HIV in￿ziert wurden, konnte wie auch schon in den HIV-
in￿zierten Tieren im HIS- Mausmodell eine produktive Replikation des Virus beobachtet
werden. Es kam auch hier parallel zu einer Depletion der humanen CD4 + T- Helferzellen.
Dadurch sank der Anteil der CD4+ T- Zellen in den in￿zierten Tieren auf unter 1 % der
Gesamtzellen im peripheren Blut, w￿hrend er f￿r die nicht in￿zierten Tiere auf bis zu
84 % aller Zellen im peripheren Blut anstieg.
Im T- Zellmausmodell kam es aber zus￿tzlich im Gegensatz zum HIS- Mausmodell zu
einem selektiven ￿berleben der maC46-GFP exprimierenden CD4 + Zellen. F￿r die mit
lediglich GFP exprimierenden Zellen transplantierten Tiere, sowohl f￿r in￿zierte als auch
f￿r nicht in￿zierte, dagegen blieb der Anteil der transgenpositiven CD4 + T- Zellen rela-
tiv konstant. ˜hnliche Ergebnisse wurden auch mit 2 gammaretroviralen Vektoren, die
beide maC46 codierten, beobachtet (Daten nicht gezeigt). Man kann f￿r all diese Ex-
perimente allerdings nicht von einer richtigen Anreicherung der maC46 exprimierenden
Zellen sprechen, wie dies in Zellkultursystemen beobachtet werden konnte, sondern le-
diglich von einem selektiven ￿berleben der Zellen. Dieses selektive ￿berleben der maC46
exprimierenden Zellen war nur transient, zumindest in einigen Experimenten, so dass mit
zunehmender Versuchsdauer auch die maC46 exprimierneden Zellen depletiert wurden.
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Auch im T- Zellmausmodell scheinen die humanen T- Zellen nicht in der Lage zu sein
homeostatisch zu proliferieren. Die nicht modi￿zierten Zellen werden hier vom HI- Virus
in￿ziert und sterben. Die verbleibenden maC46 exprimierenden Zellen sind allerdings
nicht in der Lage zu expandieren und die Maus wieder komplett zu repopulieren. Ver-
mutlich spielt hierbei auch die HIV Infektion eine Rolle, indem das Virus die Expansion
der Zellen hemmt und auch nicht- in￿zierte Zellen z.B. durch Bystander Apoptose ster-
ben. Verbesserungen f￿r das Modell k￿nnten hier ￿hnlich wie im HIS- Mausmodell das
Einbringen von Faktoren (humane MHC- Molek￿le, humane Cytokine) sein, die f￿r die
T- Zellhomeostase wichtig sind.
Ein Faktor, der hierbei einen Ein￿uss auf die Repopulierungsf￿higkeit der humanen T-
Zellen haben k￿nnte, ist die ex vivo Stimulierung der Zellen. Eine Stimulierung der Zellen
ist auf der einen Seite n￿tig, um sie e￿zient transduzieren zu k￿nnen, aber f￿hrt auf der
anderen Seite auch zu einer Di￿erenzierung der Zellen. F￿r die hier beschriebenen Expe-
rimente wurden die humanen T- Zellen mit CD3/ CD28 beschichteten magnetischen
Partikel und IL-2 in einem ￿hnlichen Protokoll, wie es auch in der klinischen Studie mit
maC46 verwendet wurde, stimuliert. Eine solche Stimulierung f￿hrt vorrangig zu einer
Expansion von Ged￿chtnisszellen.
Eine weitere Limitation dieses Modells ist die sehr begrenzte Beobachtungszeit, da die
Tiere etwa 6 Wochen nach der Transplantation der humanen Zellen eine GvHD ent-
wickeln. Verbesserung des Modells k￿nnten hier in dem Knockout von murinen MHC-
Molek￿len liegen. Dadurch sollte die Xenoreaktivit￿t der humanen T- Zellen vermindert
werden [132]. Eine weitere M￿glichkeit w￿re es humane regulatorische T- Zellen (Tregs)
zu cotransplantieren. Eine gemeinsame Transplantation von humanen Tregs und PBMC
in SCID- M￿use kann eine GvHD verhindern [149].
Trotz der oben genannten Limitationen konnten auch in anderen Studien Transplantati-
onsmodelle wie das hier beschriebene T- Zellmausmodell erfolgreich f￿r E￿zienztestung
antiviraler Komponenten verwendet werden. Kumar und Kollegen haben eine Kombina-
tion aus siRNAs gegen CCR5, Tat und Vif getestet [77]. In einer anderen Studie wurden
sowohl ein neuer CCR5 Inhibitor (AK602) als auch ddI (Didanosin, Videx r), ein bereits
in der Klinik eingesetzter Nukleosid- Analoga RT- Hemmer, untersucht [106].
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5.2.3. Limitationen der beiden verwendeten Mausmodelle und
Vergleich mit der klinischen Studie
Wie bereits in den vorausgegangenen beiden Kapiteln diskutiert, haben beide in dieser
Arbeit verwendeten humanisierten Mausmodelle Limitationen. Die Wichtigsten sind in
Tabelle 5.1 zusammengefasst.
Tabelle 5.1.: Limitationen der beiden in dieser Arbeit verwendeten Mausmodelle.
HIS- Mausmodell T- Zellmausmodell
humane Zellen in der
Maus
komplettes Immunsystem T- Zellen
GvHD   +
Beobachtungsdauer mindestens 1 Jahr etwa 6 Wochen
Lymphknoten +   
Variabilit￿t in der Repo-
pulierung
stark gering
T- Zellhomeostase    
Beide Modelle werden in der HIV- Forschung eingesetzt, zum einen um neue oder be-
reits in der Klinik eingeseztzte Medikamente und Therapien auf ihre antivirale E￿zienz
hin zu testen und zum anderen um mehr ￿ber das Virus selbst zu erfahren. Je nach
Fragestellung kann die Wahl des einen oder anderen Modells vorteilhaft sein. Das T-
Zellmausmodell ist weniger komplex als das HIS- Mausmodell und liegt n￿her an einem
in vitro Zellkultursystem. Es kann allerdings relativ leicht verwendet werden, um schnell
mit statistisch signi￿kanten Gruppengr￿￿en neue antivirale Substanzen in pr￿klinischen
Studien zu testen. M￿use im HIS- Mausmodell zu erzeugen, die eine ausreichende Menge
an humanen T- Zellen ausbilden, ist dagegen wesentlich zeitaufw￿ndiger und mit mehr
Schwierigkeiten verbunden (Quelle der humanen Blutstammzellen, de novo Reifung von
T- Zellen ￿ber den Thymus, Variabilit￿t in der Repopulierung).
In der vorliegenden Arbeit konnte im HIS- Mausmodell keine Anreicherung der maC46-
exprimerenden Zellen beobachtet werden, w￿hrend es im T- Zellmausmodell zu einem
selektiven ￿berleben dieser Zellen innerhalb der CD4 + T- Zellen kam. Auch in der
klinischen Studie mit maC46 transduzierten T- Zellen konnte keine Anreicherung der
maC46- exprimierenden Zellen beobachtet werden. Ein Teil der Faktoren, die in den
beiden hier vorgestellten Mausmodellen die Anreicherung der humanen T- Zellen limi-
tiert hat, tri￿t sicherlich auch auf die Patienten zu. Alle 10 Patienten der Studie wa-
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ren in einem sehr fortgeschrittenem Stadium der Krankheit (lange Infektionsgeschichte,
Ausbruch von AIDS, niedrige CD4 Zellzahl, hohe Viruslast). Dementsprechend war die
Lymphknotenstruktur der Patienten vermutlich stark gesch￿digt, was eine Migration
der reinfundierten T- Zellen in diese und die homeostatische Proliferation der Zellen er-
schwert. Auch hier mussten die Zellen in vitro mit CD3/ CD28 beschichteten magne-
tischen Partikeln und IL-2 stimuliert werden, um sie e￿zient mit dem gammaretroviralen
Vektor transduzieren zu k￿nnen.
Eine Gentherapie der HIV- Infektion ist daher vermutlich am e￿zientesten in Patienten
in einem fr￿hen Stadium nach Infektion, wenn zum einen die Lymphknotenstruktur des
Patienten noch intakt ist und zum anderen gen￿gend gro￿e Zahlen an nicht in￿zierten
CD4+ T- Zellen isoliert werden k￿nnen. Eine Alternative zur T- Zellgentherapie w￿re ei-
ne Transduktion von h￿matopoetischen Stammzellen. Dies sollte in jungen Menschen, in
denen der Thymus noch intakt ist und somit die Neubildung von T- Zellen aus Stamm-
zellen mit Reifung der Zellen im Thymus vollst￿ndig m￿glich ist, besonders e￿ektiv sein.
Im Moment werden Patienten f￿r eine weitere klinische Studie mit M87o rekrutiert. Da-
bei sollen AIDS/Lymphom- Patienten mit M87o transduzierten Stammzellen behandelt
werden.
Dass das Konzept der Gentherapie der HIV- Infektion prinzipiell funktionieren kann,
hat k￿rzlich eine Studie von H￿tter und Kollegen gezeigt [61]. Dabei wurde ein AIDS/
Lymphom- Patient, der eine allogene Stammzelltransplantation ben￿tigte, mit h￿ma-
topoetischen Stammzellen einer Spenders mit CCR532 Deletion transplantiert. Der
Patient hatte 20 Monate nach der Transplantation trotz Absetzen von HAART kein
nachweisbares Virus im Blut oder im Gewebe.
5.3. iSAVE Peptid als Weiterentwicklung des maC46
Peptids
Eine wesentliche Limitation des Gentherapieansatzes mit maC46 ist, dass nur die gen-
modi￿zierte Zelle selbst vor einer Infektion mit HIV gesch￿tzt ist. Nicht- modi￿zierte
Nachbarzellen werden allerdings weiterhin in￿ziert. Ein sekretierter Fusionsinhibitor da-
gegen k￿nnte auch diese Zellen sch￿tzen. Das bezeichnet man als ￿bystander e￿ect￿.
Au￿erdem ist die Wahl der Zielzelle einer Gentherapie mit einem sezernierten Fusions-
inhibitor nicht auf die Zielzellen von HIV beschr￿nkt. Es k￿nnen zum Beispiel auch
Zelltypen wie B- Zellen, Leberzellen oder Endothelzellen als Produzentenzellen dienen.
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In der vorliegenden Arbeit konnten M￿use mit humanen T- Zellen, die entweder mit RV-
iSAVE oder LV-iSAVE transduziert worden waren, repopuliert werden. Im Serum der
Tiere wurden iSAVE Konzentrationen im Bereich von 100 nM gemessen. iSAVE hat in
vitro eine IC50 von etwa 25 nM [31]. Die in vivo erreichten iSAVE Konzentrationen sind
also etwa 4 mal h￿her als in vitro therapeutisch wirksame Konzentrationen. Die in vivo
beobachteten iSAVE Konzentrationen k￿nnten daher in einem therapeutisch wirksamen
Bereich liegen.
Dabei muss allerdings ber￿cksichtigt werden, dass iSAVE als Concatamer bestehend aus
zwei C46 Peptiden mit einer Furinschnittstelle synthetisiert wird. Dieses Dimer ist nicht
antiviral wirksam. Erst nach proteolytischer Spaltung der Furinschnittstelle werden C46
Monomere gebildet, die antiviral wirksam sind. Die kompetitive F￿rbung, mit der iSAVE
im Serum der Tiere nachgewiesen wurde, kann allerdings nicht zwischen Monomer und
Dimer unterscheiden. Daher bleibt o￿en, wie hoch die Serumkonzentrationen an antiviral
aktivem iSAVE- Monomer sind.
Ein weiterer wichtiger Faktor ist die Verteilung des Peptids im Organismus. Die T20
Konzentration im Serum eines Patienten sollte w￿hrend der Behandlung bei 2 g/l
liegen [24]. Das entspricht etwa 450 nM. Das ist ungef￿hr 4,5 mal so hoch wie die in
den hier beschiebenen Mausexperimenten gemessene Konzentration an iSAVE im Se-
rum der Tiere. Allerdings kann vermutet werden, dass lokale iSAVE Konzentrationen an
den Hauptreplikationsorten von HIV h￿her sein k￿nnten. Andere Studien in der Arbeits-
gruppe von Laer haben gezeigt, dass die Expression gammaretroviraler und lentiviraler
Vektoren in T- Zellen stark aktivierungsabh￿ngig ist. Die Expression aktivierter T- Zel-
len ist deutlich h￿her als die ruhender Zellen. HIV in￿ziert vorrangig aktivierte Zellen,
so dass sich die Hauptzielzellen f￿r eine Infektion lokal in einem Millieu h￿herer Peptid-
konzentrationen be￿nden sollten.
5.4. Ausblick
Eine Gentherapie mit C- Peptiden als HIV- Eintrittsinhibitor stellt eine erfolgsverspre-
chende Alternative zur konventionellen HAART- Therapie da. Ein sekretiertes Peptid
(iSAVE) hat dabei gegen￿ber der membrangebundenen Variante (maC46) entscheiden-
de Vorteile (Bystander- E￿ekt, breites Spektrum an Zielzellen). Allerding sind vor einer
klinischen Anwendung dieses Prinzips noch weitere Optimierungen n￿tig.
Ein Faktor, der f￿r den Erfolg einer Therapie mit iSAVE entscheidend ist, ist die Menge
an antiviral aktivem C46 Peptid, das von den Zellen sekretiert wird. Es gibt momentan
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in der Arbeitsgruppe von Laer verschiedene Ans￿tze dies zu verbessern. Eine M￿glichkeit
ist es ein C46 Peptid ￿ber eine Furinschnittstelle an ein gut sekretiertes Tr￿gerprotein
zu koppeln. Eine andere ist anstelle des C46 Dimers, welches proteolytisch gespalten
werden muss, lediglich ein Monomer zu verwenden. Eine e￿ziente Sekretion des Peptids
k￿nnte dabei durch ein verl￿ngertes Signalpeptid gew￿hrleistet werden. Aber auch die
Anwendung von Zielzellen, die sich besonders gut f￿r die Sekretion von Peptiden eignen
(B- Zellen, Leberzellen), sollte untersucht werden.
Eine weitere Modi￿kation des Therapieansatzes, die momentan getestet wird, sind Adeno-
assoziierte Vektoren (AAV) anstelle der bislang verwendeten gammaretroviralen und len-
tiviralen Vektoren. AAVs k￿nnen, auch wenn sie nicht ins Wirtszellgenom integrieren,
sondern lediglich episomal vorliegen, eine langfristige und stabile Transgenexpression
vermitteln. Au￿erdem k￿nnen AAVs direkt systemisch oder lokal (z.B. Muskel) injiziert
werden und das Transgen kann dann durch Leber- bzw. Muskelzellen exprimiert werden.
Dabei w￿rde zum einen das Risiko von Genotoxizit￿t vermindert und zum anderen eine
einfache, kosteng￿nstige Anwendungsm￿glichkeit gew￿hrleistet werden.
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Abk￿rzungen
AAV Adeno- assoziiertes Virus
APC Allophycocyanin
APS Ammoniumperoxidisulfat
BLT bone marrow/liver/thymus
BSA Bovines Serumalbumin
CB Cord Blood = Nabelschnurblut
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleins￿ure (desoxyribonucleic acid)
EBV Epstein- Barr- Virus
eGFP enhanced green ￿uorescent protein
env H￿llprotein (envelope)
FACS Fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (￿uorescence activated cell sorting)
FCS F￿tales K￿lberserum (fetal calf serum)
FDA Food and Drug Administration
FITC Fluorescein- Isothiocyanat
Foxn1 forkhead box N1
gag Gruppenspezi￿sches Antigen
GALT ‘gut’ (Darm) assoziiertes lymphoides Gewebe
GM-CSF granulocyte macrophage colony- stimulating factor
GvHD Graft versus Host Disease
HAART hochaktive antiretrovirale Therapie
HIS human immune system = humanes Immunsystem
HRPO Meerrettich- Peroxidase (horseradish peroxidase)
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IC50 Inhibitory Concentration50 = Inhibitorische Konzentration 50
IL Interleucin
iSAVE in vivo sezernierter antiviraler Eintrittsinhibitor
IVC Individuell ventilierter K￿￿g (individually ventilated cage)
LTi Zellen Lymphotoxin- exprimierende ‘Inducer’ Zellen
LTR lange terminale Sequenzwiederholungen (long terminal repeat)
MHC Haupthistokompatibilit￿tskomplex (major histocompatibility complex)
MLV murines Leuk￿mievirus
MOI Multiplicity of infection
NK- Zelle nat￿rliche Killerzelle
NOD non-obese diabetic
NOG NOD/SCID/
- Kette Knockout
PBMC peripheral blood mononucleated cells
PE Phycoerythrin
PerCP Peridinin Chlorophyllprotein
PHA Phytoh￿magglutinin
Prkdc protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide
Rag-2 Recombination activated gene 2
RT Reverse Transkriptase
SCF Stem Cell Factor
SCID severe combined immunode￿ciency = schwere kombinierte Immunde￿zienz
SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
shRNA short hairpin RNA
SIN Vector self inactivating Vector
TAE Tris- Acetat- EDTA
TEMED Tetramethylethylendiamin
TPO Thrombopoietin
UpM Umdrehungen pro Minute
V Volt
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VSV Vesikul￿res Stomatitisvirus
Einbuchstabencode der Aminos￿uren
A Alanin
C Cystein
D Asparagins￿ure
E Glutamins￿ure
F Phenylalanin
G Glycin
H Histidin
I Isoleucin
K Lysin
L Leucin
M Methionin
N Asparagin
P Prolin
Q Glutamin
R Arginin
S Serin
T Threonin
V Valin
W Tryptophan
Y Tyrosin
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